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Introduction
La biologie cellulaire be´ne´ficie aujourd’hui de techniques nouvelles acce´le´rant la pro-
duction de donne´es. Le se´quenc¸age complet du ge´nome d’Arabidopsis thaliana permet
aux chercheurs de trouver et de caracte´riser les ge`nes de cette plante bien plus rapi-
dement qu’avant. Les techniques de ge´nie ge´ne´tique permettent aujourd’hui la cre´ation
cible´e de mutant, permettant d’observer le phe´notype induit par la de´sactivation ou la
sur-expression d’un ge`ne pre´alablement caracte´rise´ dans une plante vivante. La ge´ne´rali-
sation de la microscopie confocale et de la microscopie multi-photonique, allie´es au ge´nie
ge´ne´tique, permettent d’observer l’e´volution dans le temps de l’expression de ge`nes cible´s.
Devant la quantite´ de donne´es ainsi ge´ne´re´es, il devient ne´cessaire de de´velopper de
nouveaux outils de traitement. D’une part, la quantite´ de donne´es rend ne´cessaire une
automatisation, au moins partielle, de la saisie. D’autre part, la nature des donne´es est
telle que l’extraction de l’information utile est le plus souvent extreˆmement complexe et
ne´cessite de nouveaux outils de reconstruction et d’analyse.
Un autre aspect de cette e´volution est du a` l’utilisation de plus en plus inte´gre´e d’ap-
proches ge´ne´tiques, mole´culaires, cellulaires et physiologiques dans l’analyse de ces don-
ne´es. Graˆce a` ces approches, les avance´es de nos connaissances du de´veloppement des
plantes ont e´te´ spectaculaires. La quantite´ de nouvelles hypothe`ses est telle qu’il devient
difficile d’avoir une vision synthe´tique du fonctionnement de la plante. Face a` ce proble`me,
il est essentiel de de´velopper des outils de mode´lisation capables d’inte´grer les re´sultats
varie´s et complexes issus des diffe´rents champs de la biologie.
Ces avance´es permettent notamment une e´tude bien plus pre´cise d’un organe clef
du de´veloppement de la partie ae´rienne de la plante : le me´riste`me apical caulinaire.
L’objectif de cette the`se est d’apporter des outils pour la digitalisation, l’analyse et la
mode´lisation de cet organe pour permettre une meilleure exploitation des mesures et
des connaissances actuelles. Nous espe´rons ainsi apporter des e´le´ments de re´ponse aux
questions qui se posent sur la formation des organes late´raux au niveau du me´riste`me et
de´terminer les questions qui restent a` e´lucider pour la re´alisation d’un mode`le dynamique
de positionnement d’organes.
Ainsi, nous commencerons au chapitre I par pre´senter les connaissances sur le me´ris-
te`me apical caulinaire sur lesquelles nous nous appuyons pour e´tudier le positionnement
des organes late´raux. Nous verrons notamment les diffe´rents mode`les d’organisation du
me´riste`me, la partie des connaissance sur la ge´ne´tique et la physiologie du me´riste`me utiles
a` notre e´tude et enfin comment un mode`le peut de´ja` eˆtre construit a` partir de ces infor-
mations. Ensuite, nous donnerons un panorama des diffe´rents mode`les de positionnement
des organes late´raux de´veloppe´s depuis un peu moins de deux sie`cles. Nous partirons
des e´tudes ge´ome´triques permettant de caracte´riser les diffe´rents modes phyllotaxiques
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pour aller vers les mode`les dynamiques ou` l’existence meˆme des organes est une proprie´te´
e´mergente en passant par le mode`le le plus connu : celui du premier espace libre.
Pour de´buter notre approche du proble`me, nous verrons au chapitre II les outils que
nous avons mis en place pour la reconstruction de la ge´ome´trie de la surface du me´ris-
te`me et son suivi dans le temps. Nous pre´senterons d’abord les techniques de traitement
d’images utilise´es pour retrouver la surface du me´riste`me a` partir des images de micro-
scopie confocale. Nous verrons ensuite les outils que nous avons cre´e´s pour assister la di-
gitalisation des parois cellulaires. Enfin, nous exposerons une me´thode semi-automatique
permettant de suivre les divisions cellulaire sur un me´riste`me observe´ sur plusieurs jours.
Comme cela est rappele´ au chapitre I, l’auxine joue un roˆle primordial dans le posi-
tionnement des organes late´raux. Au chapitre III, nous apporterons des comple´ments sur
la manie`re dont l’auxine se re´partit dans le me´riste`me et nous verrons une proposition
d’explication fonctionnelle des flux d’auxines. A` cette occasion, nous avons de´veloppe´ un
simulateur de me´riste`me pour tester des hypothe`ses sur le transport d’auxine et observer
le re´sultat sur des me´riste`mes re´els digitalise´s. Nous montrerons ainsi comment nous avons
repre´sente´ mathe´matiquement et informatiquement le proble`me biologique du transport
d’auxine dans le tissus me´riste´matique.
Apre`s avoir simule´ le transport d’auxine dans des me´riste`mes re´els et en avoir observe´
le re´sultat, nous donnerons au chapitre IV la me´thodologie que nous avons suivi pour
construire un mode`le dynamique de positionnement d’organes au niveau du me´riste`me.
Nous donnerons d’abord les divers choix de mode´lisation et leurs expressions mathe´ma-
tiques et informatiques. Puis, nous analyserons les re´sultats obtenus avec le mode`le ainsi
construit. Enfin, ce projet a e´te´ l’occasion de tester l’utilisation d’un langage de´die´ a` ce
type de mode´lisation. Nous donnerons donc les avantages et les inconve´nients du langage
que nous avons choisi pour le mode`le que nous avons e´labore´.
Enfin, au chapitre V, nous verrons comment tous les outils informatiques de´veloppe´s
au cours de cette the`se ont e´te´ assemble´s dans deux logiciels, dont une plate-forme d’e´tude
du me´riste`me. Ce type de plate-forme a pour objectif de permettre l’inte´gration d’outils
de´veloppe´s par des e´quipes diverses, mais aussi de mettre a` disposition des biologistes
autant que des informaticiens les outils cre´e´s et assemble´s pour les besoins de cette the`se.
Pour cela, nous avons utilise´ des techniques modernes de ge´nie logiciel, que nous tenterons
d’e´valuer dans ce cadre.
Chapitre I
Biologie et mode´lisation du
me´riste`me
La premie`re observation de ce que nous appelons aujourd’hui le me´riste`me apical cau-
linaire? (MAC) date de 1760 les travaux de Wolff (1896)1(cite´ de Tooke et Battey, 2003).
Il a de´couvert, a` une e´poque ou` les microscopes e´taient relativement peu e´volue´s, le site
de croissance de la plante, le “punctum vegetationis” (Figure I.1), lieu de formation des
feuilles.
Mais c¸a n’est que bien plus tard que l’e´tude de cet organe et du positionnement des
feuilles a vraiment pris son essor, avec principalement les travaux de Schimper en 1830,
de Braun en 1831, des fre`res Bravais en 1837 et de Schleiden en 1842.
La conception du me´riste`me d’aujourd’hui n’est pas diffe´rente de celle de Wolff, mais
plus pre´cise, plus complexe et plus e´taye´e par 250 ans d’observations, d’expe´riences et de
mode`les. Nous allons donc de´crire dans un premier temps les connaissances biologiques
actuelles sur le MAC et dans un deuxie`me temps, les diffe´rents mode`les qui ont e´te´ de´ve-
loppe´s au cours de ces deux derniers sie`cles (pour revue : Tooke et Battey, 2003).
I.1 Biologie du me´riste`me
Contrairement a` l’animal, la plante produit ses organes tout au long de sa vie en
des zones bien de´finies : les me´riste`mes. Les me´riste`mes contiennent des cellules souches
qui, par homologie avec la de´finition utilise´e pour les cellules animales, sont des cellules
indiffe´rencie´es pre´sentes dans certains tissus adultes, capables de s’auto-reproduire et de
donner naissance a` diffe´rents types cellulaires (pour revue : Weigel et Ju¨rgens, 2002). Les
me´riste`mes ont ainsi la capacite´ de s’auto-maintenir et de cre´er de nouveaux organes tout
au long de la vie de la plante. On distingue deux cate´gories de me´riste`mes : les me´riste`mes
primaires qui assurent la croissance longitudinale de la plante et les me´riste`mes secondaires
qui assurent sa croissance radiale (Figure I.2).
Parmi les me´riste`mes, le MAC reveˆt une importance particulie`re. D’une part il est
pre´sent de`s l’embryoge´ne`se (Long et al., 1996) et jusqu’a` la mort de la plante, comme
le me´riste`me apical racinaire. D’autre part, il est responsable de la mise en place de
1la premie`re e´dition a e´te´ imprime´ en 1759, 1896 est la date de la troisie`me e´dition en allemand
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Fig. I.1: Le“punctum vegetationis”. Diagramme de Casper Wolff (Wolff, 1896) qu’il
de´crit par :“Le sommet a e´te´ expose´ et toutes les feuilles de la face avant enleve´es pour qu’il
soit possible de voir le site ve´ge´tatif. Les feuilles de la face arrie`re n’ont pas e´te´ enleve´es
pour montrer leur attachement a` la surface du ve´ge´tal. (v) La surface convexe, humide
et translucide du ve´ge´tal. (p) La premie`re feuille qui apparaˆıt, avec sa surface interne
concave adjacente a` la surface du ve´ge´tal. La consistance de cette feuille est a` peine plus
substantielle qu’un liquide visqueux. (a) Une autre feuille, plus large et plus substantielle
que la pre´ce´dente. (c) Une feuille qui a de´ja` de´veloppe´ un bord. (e) Demi-feuille. (d) Feuille
comple`te.” (Figure reproduite de la revue : Tooke et Battey, 2003)
l’ensemble de la partie ae´rienne de la plante et du positionnement des organes late´raux.
Enfin, le me´riste`me peut eˆtre e´tudie´ a` toutes les e´chelles de la plante. A` l’e´chelle de la
plante entie`re, la phyllotaxie? est le re´sultat direct du fonctionnement du MAC (mais aussi
de l’allongement des entre-nœuds). Au niveau de l’organe, une organisation est de´ja` tre`s
visible (voir section I.1.1.1). A` l’e´chelle tissulaire, les e´tudes histologiques et cytologiques
re´ve`lent des proprie´te´s fonctionnelles des diffe´rentes zones du me´riste`me (voir sections
I.1.1.2 et I.1.1.3). Enfin, a` l’e´chelle sub-cellulaire, les e´tudes bio-chimiques et ge´ne´tiques
nous permettent d’entrevoir les re´seaux ge´ne´tiques et la signalisation inter-cellulaire en
jeu dans le fonctionnement du me´riste`me (voir section I.1.2).
E´tant donne´ la grande variabilite´ existant entre les plantes, nous nous limiterons aux
cas des angiospermes et, plus spe´cifiquement, a` Arabidopsis thaliana.
I.1.1 Structure du me´riste`me
I.1.1.1 Structure de l’organe
La structure macroscopique du MAC donne une bonne ide´e de son fonctionnement.
Tout au long de sa vie il produit des unite´s se´quentielles appele´es phytome`res presque
sans interruption. Chaque phytome`re est compose´ d’un organe late´ral (un nœud) et
d’une portion de tige appele´e entre-nœud. Comme chez tous les angiospermes?, le MAC
d’Arabidopsis thaliana passe par diffe´rentes phases au cours du de´veloppement de la plante
caracte´rise´es par un changement de l’identite´ des organes late´raux produits. Le MAC ve´-
ge´tatif produit des feuilles pre´sentant des me´riste`mes axillaires a` leur aisselles. Apre`s la
transition florale, le MAC est appele´ me´riste`me d’inflorescence et produit des feuilles cau-
linaires? avec des me´riste`mes axillaires a` leurs aisselles (qui produiront des inflorescences
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Fig. I.2: Position des diffe´rents me´riste`mes chez les ve´ge´taux supe´rieurs.
Les me´riste`mes apicaux, axillaires et intercalaires sont appele´s me´riste`mes primaires
et assurent la croissance longitudinale de la plante. Le cambium et l’assise sube´ro-
phellodermique assurent quant a` eux la croissance radiale et sont appele´s me´riste`mes
secondaires.
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Fig. I.3: Vue d’un MAC au microscope e´lectronique. Le MAC a une structure
apparente tre`s visible. En son centre, il existe une zone relativement plane constitue´e de
petites cellules. Cette zone centrale est entoure´e de bosses qui formeront les futures feuilles
et organes et sont appele´es primordia. Enfin, a` l’exte´rieur, les marques des feuilles qui ont
e´te´ enleve´es sont visibles car les jeunes feuilles recouvrent normalement le me´riste`me pour
le prote´ger.
Image : MAC ve´ge´tatif d’Antirrhinum, Traas et Doonan (2001)
axillaires), puis des me´riste`me floraux sans bractees?. Chez Arabidopsis, les MAC sont
inde´termine´s et capables de produire de nouvelles structures tout au long de la vie de la
plante.
Une observation macroscopique d’un MAC (Figure I.3) montre une zone centrale plane
compose´e de petites cellules, probablement responsables du maintien de l’identite´ me´ris-
te´matique. Autour, on peut voir les primordia, qui formeront les organes late´raux et qui
apparaissent a` une distance a` peu pre`s constante du centre, selon une disposition qui
refle`te la phyllotaxie? observable a` l’e´chelle macroscopique.
Pour aller plus avant dans l’e´tude de la structure du me´riste`me, il est ne´cessaire de
recourir a` une e´tude histologique? et cytologique?.
I.1.1.2 Assises cellulaires
L’observation de coupes longitudinales re´ve`le aise´ment une structure en assises du
MAC (Figure I.4A). L’assise externe, appele´e tunica, entoure l’assise interne constituant
le corpus. Cette organisation en assises de´coule d’une orientation quasi-strictement anti-
clinale? des plans de division des cellules de la tunica. Chez les dicotyle´dones?, la tunica
est en ge´ne´ral elle-meˆme compose´e de deux assises appele´es L1 et L2 (pour revue : Steeves
et Sussex, 1989). Les plans de division des cellules du corpus n’ont pas, globalement,
d’orientation pre´fe´rentielle. Aussi, cette assise n’est pas stratifie´e comme la tunica.
Des e´tudes base´es sur l’analyse de chime`res? pe´riclines? (voir Figure I.5) permettent de
de´terminer la contribution des assises cellulaires a` la formation des diffe´rents tissus compo-
sant les organes de la plante. En ge´ne´ral, chez les dicotyle´dones?, les cellules descendant de
la L1 forment les tissus e´pidermiques. Les cellules qui forment les tissus sous-e´pidermiques
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Fig. I.4: Mode`le d’organisation du me´riste`me apical caulinaire des angio-
spermes. (A) : Mode`le d’organisation en assises cellulaires. La tunica est compose´e de
deux ou trois assises L1, L2 et, e´ventuellement, L3. Le corpus est compose´ de cellules dont
l’organisation n’est pas aussi e´vidente. (B) : Mode`le d’organisation en zones concentriques.
ZC : zone centrale, ZP : zone pe´riphe´rique, ZM : zone me´dullaire?, P : primordium. (A)
montre aussi la superposition des deux mode`les.
Adapte´ de Traas et Doonan (2001).
Fig. I.5: Les chimeres pe´riclines. Les plantes chime´riques? sont constitue´es de cellules
qui diffe´rent pour un ou plusieurs marqueurs. Dans les chime`res? pe´riclines?, chaque assise
se voit associer un marqueur diffe´rent. Ainsi, chaque cellule passant par une des assises
active ce marqueur. Ceci permet de tracer le “passage” des cellules dans les diffe´rentes
assises (i.e. les cellules dont un anceˆtre au moins e´tait dans l’assise marque´e). (L1, L2 et
corpus sont les diffe´rentes assises cellulaires du me´riste`me : cf. figure I.4)
MAC : me´riste`me apical caulinaire?.
Adapte´ de Wu et al. (2002).
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et les game`tes dans les fleurs sont issues de la L2. Enfin, les tissus internes des organes
late´raux et de la tige sont forme´s de cellules venant du corpus. Toutefois, le devenir d’un
lignage ne de´pend pas de ses origines mais de la dernie`re position qu’il occupe. Ainsi, si
une cellule change d’assise, son e´volution ne de´pend que de la dernie`re assise dans laquelle
elle se trouve (Meyerowitz, 1996).
I.1.1.3 Zones concentriques
Une e´tude cytologique? plus fine permet de subdiviser le MAC en zones concentriques
(voir Figure I.4B, pour revue : Nougare`de, 1967; Steeves et Sussex, 1989; Lyndon, 1998).
Ces diffe´rents domaines ont e´te´ initialement de´crits par Foster en 1928 pour le MAC du
Gingko, et ce mode`le d’organisation en zones concentriques semble eˆtre une caracte´ristique
de toutes les espe`ces de plantes supe´rieures terrestres (Steeves et Sussex, 1989). Trois
domaines peuvent eˆtre de´finis. La zone centrale (ZC) est situe´e au sommet du me´riste`me.
Elle est entoure´e par la zone pe´riphe´rique (ZP), lieu de l’initiation des primordia. La zone
me´dullaire (ZM) constitue pour sa part la partie interne sous-jacente a` la ZC et a` la ZP,
et est caracte´rise´e par des files cellulaires verticales.
Dans beaucoup d’espe`ces, la ZC est caracte´rise´e par des cellules plus grandes avec un
gros noyaux et davantage vacuolise´es que la ZP. Ces cellules sont colore´es moins inten-
se´ment par certains colorants cytologiques?, sugge´rant une activite´ me´tabolique re´duite.
Toutefois, ces caracte´ristiques ne sont pas apparentes partout, et notamment pas chez
Arabidopsis (Laufs et al., 1998). Une autre caracte´ristique permettant de diffe´rencier la
ZC de la ZP est la dure´e du cycle cellulaire. Les cellules du sommet de l’apex se divisent
en ge´ne´ral plus lentement que les cellules situe´es sur les flancs de l’apex (Nougare`de, 1967;
Steeves et Sussex, 1989; Lyndon, 1998). Chez Arabidopsis, la ZC a un diame`tre de 4 a` 6
cellules dans un me´riste`me d’inflorescence (Laufs et al., 1998). Par contre, la taille de la
ZC n’a pas pu eˆtre de´termine´e dans le me´riste`me ve´ge´tatif, meˆme si des diffe´rences ont
pu eˆtre de´tecte´es entre la pe´riphe´rie et le centre du me´riste`me.
Lors de l’apparition d’un primordium dans la ZP, le taux de division cellulaire et la
vitesse de croissance au site d’e´mergence augmentent significativement (Lyndon, 1970;
Laufs et al., 1998; Kwiatkowska et Dumais, 2003; Grandjean et al., 2004; Reddy et al.,
2004). Des divisions pe´riclines? sont observe´es dans la L2 et une croissance polarise´e
d’une partie des cellules selon l’axe d’e´mergence de l’organe marque le de´veloppement de
la nouvelle structure.
I.1.2 E´tude biochimique et ge´ne´tique du me´riste`me
Les deux mode`les cyto?-/histologiques? d’organisations du MAC (en assise et en zones)
ont une correspondance fonctionnelle. En effet, en ce qui concerne l’organisation en zones
concentriques, il est maintenant commune´ment admis que la ZC est compose´e de cellules
souches pluripotentes? qui alimentent l’ensemble de la structure me´riste´matique et per-
mettent l’auto-maintien du me´riste`me. La ZP est le lieu d’initiation des organes et la ZM
ge´ne`re les parties internes de la tige. Pour l’organisation en assises, il est, entre autre,
ge´ne´ralement admis que le positionnement des primordia est du a` des processus ayant lieu
principalement dans la L1 (Reinhardt et al., 2003a,b; Vernoux et al., 2000).
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L’existence de ces mode`les d’organisation a pu eˆtre valide´e et comple´te´e par des ap-
proches de ge´ne´tique mole´culaire dont nous allons donner maintenant des e´le´ments a`
travers deux aspects : l’auto-maintien du me´riste`me et l’initiation des organes.
I.1.2.1 Auto-maintien du me´riste`me apical caulinaire
Comme nous l’avons de´ja` e´voque´, une fois mis en place, le MAC conserve sa structure
jusqu’a` la mort de la plante. De plus, si un e´ve´nement exte´rieur provoque la disparition
du MAC, un (ou plusieurs) nouveau MAC est forme´ qui reprend la fonction du pre´ce´dent.
Initiation et maintien de l’identite´ me´riste´matique. Des ge`nes clefs de l’identite´
me´riste´matique se trouvent eˆtre des ge`nes a` home´oboˆıte?. Les ge`nes a` home´oboˆıte? codent
pour des facteurs de transcription? et sont des re´gulateurs essentiels du de´veloppement
des eucaryotes multicellulaires (pour revue : Kappen, 2000).
Chez Arabidopsis thaliana, un premier ge`ne a e´te´ identifie´ lors de la caracte´risation
du mutant shoot meristemless2 (stm), qui implique un ge`ne de la famille des ge`nes a`
home´oboˆıte? KNOTTED (KNOX, pour “KNOTTED-like homeobox”). Les alle`les? forts
de ce mutant sont incapables de de´velopper un me´riste`me fonctionnel, sugge´rant que le
ge`ne STM soit implique´ dans la formation et la maintenance du MAC. Cependant, ces
mutants sont capables d’initier sporadiquement des organes et de produire des me´riste`mes
ectopiques? apre`s la germination (Barton et Poethig, 1993; Endrizzi et al., 1996), sugge´rant
l’existence d’une activite´ me´riste´matique re´siduelle. Dans la plante adulte, le ge`ne STM
est exprime´ dans tout le MAC sauf dans les primordia ou` il est re´prime´ de`s le recrutement
des cellules fondatrices des organes. Dans l’embryon globulaire, l’ARN messager (ARNm)
STM est de´ja` pre´sent dans une a` deux cellules au sommet, sugge´rant une mise en place
du MAC tre`s pre´coce, bien avant qu’il ne soit morphologiquement visible.
L’existence d’une activite´ me´riste´matique re´siduelle dans le mutant stm sugge`re l’exis-
tence de ge`nes partiellement redondants. Parmi les ge`nes KNOX ? d’Arabidopsis, trois
autres (KNAT1, KNAT2 et KNAT6 ) ont e´te´ implique´s dans la fonction me´riste´matique.
Le premier, KNAT1, est exprime´ dans les MAC ve´ge´tatifs et d’inflorescences dans un
domaine qui recouvre en grande partie celui de STM (Lincoln et al., 1994). Une sur-
expression du ge`ne KNAT1 sous controˆle du promoteur constitutif de la mosa¨ıque du
chou-fleur (35S ), induit la formation de feuilles lobe´es et de me´riste`mes ectopiques? sur
la face supe´rieure des feuilles (Lincoln et al., 1994; Chuck et al., 1996). KNAT1 pourrait
donc jouer un roˆle similaire a` celui de STM dans la fonction me´riste´matique. KNAT2 a un
domaine d’expression plus restreint. Il n’est pas actif dans le MAC d’inflorescence, mais est
pre´sent dans le MAC floral et dans une partie des carpelles. Par ailleurs, sa sur-expression,
si elle produit des feuilles lobe´es, ne suffit pas a` cre´er des me´riste`mes ectopiques (Pautot
et al., 2001). La se´quence de KNAT6 est tre`s proche de celle de KNAT2, indiquant que
ces deux ge`nes pourraient intervenir de manie`re redondante, mais la fonction de KNAT6
dans le MAC reste a` de´finir.
2par convention, nous noterons en majuscules italiques le nom des ge`nes (STM ), en majuscules droites
le nom des prote´ines (STM) et en minuscules italiques le nom des mutants perte de fonction (stm)
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Re´gulation de la zone centrale. Un autre ge`ne a` home´oboˆıte? a e´te´ identifie´ graˆce
a` la caracte´risation du mutant wuschel (wus) d’Arabidopsis (Laux et al., 1996; Mayer
et al., 1998). Les mutants wus sont incapables de maintenir un MAC fonctionnel. Mais
a` la diffe´rence des mutants stm, le MAC est mis en place puis cesse de fonctionner et se
de´sorganise progressivement apre`s avoir forme´ quelques organes (Laux et al., 1996). Ils
re´initient alors des me´riste`mes ectopiques? qui pre´sentent des de´fauts similaires et cessent
de fonctionner pre´mature´ment. Dans la plante adulte, le ge`ne WUSCHEL est exprime´
dans un petit groupe de cellules au centre du MAC sous les trois couches cellulaires les
plus externes, ce qui correspond a` la partie basale de la ZC ou a` une partie sous-jacente a`
la ZC. Le ge`neWUS permettrait de spe´cifier l’identite´ des cellules souches de manie`re non
cellule-autonome? et jouerait le roˆle de centre organisateur du me´riste`me (Mayer et al.,
1998).
Un alle`le? fort de la mutation stm est e´pistatique? sur la mutation wus, sugge´rant que
STM pourrait agir en amont de WUS. Cependant, l’expression des ge`nes STM et WUS
est correctement initie´e respectivement dans les mutants wus et stm (Mayer et al., 1998),
mais plus tard ils disparaissent du MAC adulte. Ainsi, les profils d’expression des deux
ge`nes ainsi que l’inde´pendance de l’initiation de leur expression indique qu’ils agissent sur
des niveaux de re´gulation de la fonction me´riste´matique diffe´rents (Mayer et al., 1998).
L’e´pistasie? de stm sur wus pourrait alors signifier que la mutation de stm affecte le
de´veloppement embryonnaire avant la mutation wus.
Les ge`nes CLAVATA 1, 2 et 3 (CLV ) sont implique´s dans le controˆle de la taille
du me´riste`me (Clark et al., 1993, 1995; Kayes et Clark, 1998). Plus spe´cifiquement, les
mutants clv1, clv2 et clv3 pre´sentent un MAC anormalement e´tendu (jusqu’a` 1mm de dia-
me`tre). Cette augmentation de la taille, visible de`s l’embryoge´ne`se, se fait progressivement
et est accompagne´e d’une surge´ne´ration d’organes late´raux (feuilles, organes floraux). Les
analyses ge´ne´tiques sugge`rent que ces trois ge`nes fonctionnent dans une meˆme voie de
signalisation. Les mutants clv1 et clv3 ont un phe´notype identique, indiffe´renciable du
double mutant clv1 clv3 (Kayes et Clark, 1998). Par contre, le phe´notype de clv2 est
moins marque´, les alle`les? forts de clv2 ayant un phe´notype comparable aux alle`les faibles
de clv1 ou clv3. De plus, les alle`les forts de clv1 et clv3 sont e´pistatiques? sur les alle`les
faibles de clv2, ce qui est une confirmation de l’implication de ces trois ge`nes dans le meˆme
processus de re´gulation de la fonction me´riste´matique. Toutefois, alors que CLV1 et CLV3
semblent limite´s au MAC lui-meˆme, CLV2 semble jouer un roˆle hors du me´riste`me.
Une e´tude de´taille´e du mutant clv3 a permis de conclure que l’augmentation de la
taille du me´riste`me se fait par augmentation du nombre de cellules dans la ZC (Laufs
et al., 1998). La caracte´risation mole´culaire des ge`nes CLV a permis de confirmer son
implication dans le controˆle de la ZC en limitant la taille de la population de cellules
souches dans le MAC.
Des e´tudes sur des chime`res? pe´riclines?, obtenues a` partir de la re´version dans une
assise du MAC d’un alle`le? de clv3 instable, indiquent que la pre´sence de CLV3 dans
une seule assise du MAC est suffisante pour assurer un fonctionnement me´riste´matique
normal (Fletcher et al., 1999). CLV3 fonctionne donc de manie`re non cellule-autonome?.
L’analyse biochimique des prote´ines CLV1, CLV2 et CLV3 et de leurs interactions indique
que CLV3 serait le ligand du complexe forme´ par CLV1 et CLV2. Le ge`ne CLV3 n’est actif
qu’au sommet du me´riste`me, tre`s probablement dans la ZC, alors que CLV1 et CLV2 sont
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Fig. I.6: Mode`le de maintien du MAC. Ce sche´ma montre les zones d’expression
des ge`nes connus pour eˆtre implique´s dans l’auto-maintien du MAC. Les fle`ches en pointille´
indiquent la diffusion de la prote´ine CLV3, qui peut se combiner a` CLV1 pour re´primer
WUS. A` son tour, la prote´ine WUS va activer, probablement par l’interme´diaire d’un
facteur X, le ge`ne CLV3. Quant a` STM, on sait qu’il est exprime´ dans tout le MAC, sauf a`
l’endroit des primordia, et qu’il est ne´cessaire au maintien de la fonction me´riste´matique,
mais on ne sait pas comment il s’inscrit dans ce re´seau ge´ne´tique.
actifs dans les couches internes du MAC (voir figure I.6). Le complexe forme´ par CLV1 et
CLV2 comporte un re´cepteur kinase (CLV1), une partie membranaire et un re´cepteur a`
ligand cible´ par CLV3. Vraisemblablement, ce complexe se fixe sur la membrane cellulaire,
le re´cepteur de CLV3 a` l’exte´rieur de la cellule et le re´cepteur kinase? a` l’inte´rieur. Ainsi,
CLV3 agit depuis l’exte´rieur de la cellule pour catalyser, par l’interme´diaire de CLV1 et
CLV2, des re´actions internes (Trotochaud et al., 1999; Jeong et al., 1999).
Mode`le d’auto-maintien du MAC. Une cible importante de la voie CLV est la pro-
te´ine a` home´odomaine? WUS. Divers e´le´ments sugge`rent que WUS agit en amont des
ge`nes CLV. D’une part, wus est e´pistatique? sur les trois mutations clv. D’autre part
l’expression de WUS re´gule positivement l’expression de CLV3. Mais d’autres e´le´ments
sugge`rent que c’est CLV3 qui agit en amont de WUS, en particulier l’expression de CLV3
re´gule ne´gativement celle de WUS. Ces re´sultats semblent montrer que la fonction d’auto-
maintien du MAC est le re´sultat d’une boucle de re´troaction faisant intervenir CLV3 et
WUS (Figure I.6; Schoof et al., 2000; Brand et al., 2000).
Il est par ailleurs certain que STM joue un roˆle dans l’auto-maintien du me´riste`me,
mais il n’a pas encore e´te´ de´termine´ avec pre´cision.
I.1.2.2 Initiation des organes
Une autre fonction clef du MAC est l’initiation des organes, appele´s a` ce stade “pri-
mordium”. La formation d’un organe implique la perte de la fonction me´riste´matique d’un
groupe de cellules pour acque´rir la fonction “organe” (le recrutement), la mise en place de
frontie`res qui isolent le primordium du reste du me´riste`me, l’e´mergence du primordium et
l’identification de l’organe (i.e. feuille ou fleur).
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Recrutement des cellules fondatrices. Le recrutement des cellules fondatrices im-
plique a` la fois la perte de l’identite´ me´riste´matique et l’acquisition de l’identite´ “organe”.
Comme nous l’avons de´ja` vu, dans beaucoup d’espe`ces, des ge`nes KNOX ? tels que
STM ou KNAT1 sont normalement re´prime´s dans les cellules fondatrices des organes
(section I.1.2.1; Byrne et al., 2000). Ces re´pressions requie`rent la pre´sence de facteurs de
transcription de la famille MYB, code´s par les ge`nes orthologues? ROUGH SHEATH 2
(RS2 ; Schneeberger et al., 1998; Timmermans et al., 1999; Tsiantis et al., 1999), PHAN-
TASTICA (PHAN ; Waites et al., 1998) et ASYMMETRIC LEAVES 1 (AS1 ; Byrne et al.,
2000), respectivement chez le ma¨ıs, Antirrhinum et Arabidopsis (pour revue : Tsiantis,
2001). Les ge`nes PHAN et AS1 sont exprime´s dans les cellules fondatrices, alors que le
ge`ne RS2 n’est exprime´ que le´ge`rement apre`s le recrutement, juste avant l’e´mergence du
primordium. Une mutation “perte de fonction” dans un de ces ge`nes a un phe´notype fo-
liaire proche du phe´notype associe´ a` une sur-expression des ge`nes KNOX ? (Timmermans
et al., 1999; Tsiantis et al., 1999; Byrne et al., 2000; Ori et al., 2000; Semiarti et al.,
2001). Chez le mutant as1 d’Arabidopsis, les ge`nes KNAT1, KNAT2 et KNAT6 sont ex-
prime´s ectopiquement? chez les feuilles en de´veloppement (Byrne et al., 2000; Ori et al.,
2000; Semiarti et al., 2001), sugge´rant que AS1 pourrait re´primer leur expression dans les
primordia.
Toutefois, les mutations as1, rs2 et phan n’affectent pas l’expression des ge`nes KNOX ?
de`s le recrutement des cellules du primordium. L’extinction de l’expression des ge`nes
KNOX ? se fait normalement dans ces mutants, ce n’est qu’apre`s qu’ils sont re´active´s
(Timmermans et al., 1999; Tsiantis et al., 1999; Ori et al., 2000). Il semble donc que AS1
soit important pour maintenir l’identite´ “organe”d’un groupe de cellules mais qu’il ne soit
pas responsable de la perte de l’identite´ me´riste´matique.
E´tablissement des frontie`res des primordia. Alors que les cellules fondatrices des
organes sont recrute´es, les frontie`res sont mises en place. L’importance de ces frontie`res a
e´te´ mise en e´vidence par l’analyse de mutants dans des facteurs de transcription putatifs
de la famille NAC (NAm, Cup-shaped cotyledon).
Une mutation dans l’un ou l’autre des ge`nes codant pour les facteurs de transcription
de la famille NAC, CUP-SHAPED COTYLEDON1 (CUC1) ou CUC2 ne provoque qu’un
phe´notype le´ger ou` la plante se de´veloppe presque normalement. Mais une mutation dans
les deux ge`nes simultane´ment induit la fusion des cotyle´dons? pratiquement sur toute leur
hauteur, ce qui leur donne cette forme caracte´ristique en coupe (Figure I.7; Aida et al.,
1997, 1999).
Pendant l’embryoge´ne`se, les ge`nes CUC sont exprime´s dans toute la zone entre les
deux cotyle´dons?, puis sont progressivement exclus de la zone centrale du me´riste`me, ne
s’exprimant alors que dans les frontie`res entre les cotyle´dons et le me´riste`me, et entre les
cotyle´dons eux-meˆmes (Aida et al., 1999; Ishida et al., 2000; Takada et al., 2001). Ainsi,
il a e´te´ montre´ que les ge`nes CUC1, CUC2 et CUC3 sont implique´s dans la se´paration
des cotyle´dons (Vroemen et al., 2003). Ainsi, les mutants simples cuc1, cuc2 ou cuc3 ne
pre´sentent pas de phe´notype marque´, alors que le double mutant cuc1 cuc2 pre´sente une
fusion des cotyle´don, avec toutefois un plan de syme´trie visible permettant d’identifier les
deux cotyle´dons fusionne´s. Enfin, le phe´notype du triple mutant cuc1 cuc2 cuc3 montre
des cotyle´dons en forme de coupe parfaite sans plan de syme´trie apparent. Le double
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Fig. I.7: Phe´notype d’un mutant cup-shaped cotyledon d’Arabidopsis tha-
liana. Le mutant cuc est un double mutant dans les ge`nes redondants CUC1 et CUC2.
Cette figure montre des plantules de 10 jours en culture in vitro. (A) : phe´notype du
mutant simple cuc1 ou cuc2. Il est indiscernable de la plante sauvage. (B) : phe´notype
du double mutant cuc1 cuc2. Les cotyle´dons? sont fusionne´s des deux coˆte´s, formant un
cotyle´don unique en forme de coupe et le MAC est absent. (Vernoux, 2002)
mutant cuc1 cuc2 Par ailleurs, le double mutant cuc1 cuc2 ne peut pas former de MAC
pendant l’embryoge´ne`se car il n’exprime pas le ge`ne STM (Aida et al., 1999). De plus,
une sur-expression du ge`ne CUC1 sous controˆle du promoteur constitutif 35S induit la
formation de me´riste`mes ectopiques? principalement sur la face adaxiale? des cotyle´dons
(Takada et al., 2001). Ces deux re´sultats semblent indiquer que les ge`nes CUC1 et CUC2
activent de manie`re redondante le ge`ne STM pendant l’embryoge´ne`se. Syme´triquement,
STM semble re´guler indirectement l’expression de CUC2 (Aida et al., 1999).
Dans les me´riste`mes d’inflorescences et les me´riste`mes floraux, CUC1 et CUC2 sont
e´galement exprime´s a` la frontie`re des organes (Ishida et al., 2000; Takada et al., 2001).
Ces profils d’expression sugge`rent un roˆle dans la mise en place des frontie`res entre les
organes late´raux et entre le me´riste`me et les organes late´raux pendant le de´veloppement
post-embryonnaire. Les tiges re´ge´ne´re´es a` partir de culture d’hypocotyles? du double mu-
tant cuc1 cuc2 forment des fleurs dont les organes sont fusionne´s, indiquant que ces ge`nes
sont e´galement importants pour la mise en place des frontie`res des organes floraux (Souer
et al., 1996; Aida et al., 1997; Ishida et al., 2000). Cependant, ces mutations ne per-
turbent pas l’initiation des feuilles ou des me´riste`mes floraux, sugge´rant l’existence de
ge`nes redondants.
E´mergence des primordia. Une fois les cellules fondatrices recrute´es et se´pare´es du
reste du me´riste`me, l’organe commence sa croissance et e´merge sur le flanc du me´riste`me.
Le ge`ne AINTEGUMENTA (ANT ) est un des principaux re´gulateurs de la croissance des
organes late´raux connus chez Arabidopsis. Ce ge`ne code pour un facteur de transcription de
la famille APETALA2 et est un marqueur des primordia, ou` il s’exprime de`s le recrutement
des cellules fondatrices (Elliott et al., 1996; Long et Barton, 1998). Les e´tudes sur le
mutant ant semblent indiquer que le ge`ne ANT pourrait re´guler la prolife´ration cellulaire
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en agissant sur la machinerie cellulaire. Ainsi, le mutant ant montre des organes floraux
atrophie´s, perturbant notamment la mise en place des te´guments?. Le de´veloppement
ve´ge´tatif est moins perturbe´ mais les feuilles contiennent moins de cellules que celles de
la plante sauvage (Elliott et al., 1996; Klucher et al., 1996; Krizek, 1999; Mizukami et
Fischer, 2000). Inversement, une sur-expression du ge`ne ANT augmente le nombre de
cellules dans les organes et induit une expression ectopique? de la cycline D3.
I.1.3 L’auxine
I.1.3.1 L’auxine dans la plante
L’auxine est la premie`re hormone ve´ge´tale a` avoir e´te´ de´crite et elle est semble impli-
que´e dans tous les aspects de la croissance et du de´veloppement de la plante (Vernoux,
2002, chap. IV). Sous le nom “auxine” sont en fait regroupe´es un ensemble de mole´cules
de petite taille et de structure relativement simple. L’auxine naturelle la plus abondante
est l’acide indole-3-ace´tique (AIA?). Mais d’autres auxines ont e´te´ de´crites : des auxines
naturelles comme l’acide indole-3-butyrique 5 (AIB ; Epstein et Ludwig-Mu¨ller, 1993) ;
ou des compose´s chimiques artificiels ayant une activite´ auxinique comme l’acide 2,4-
dichlorophe´noxyace´tique (2,4-D) ou l’acide naphtale`ne ace´tique (ANA).
Les re´ponses physiologiques a` l’auxine sont multiples. L’hormone est notamment impli-
que´e dans la croissance diffe´rentielle des tissus lors de diffe´rents tropismes? et notamment
dans le gravitropisme racinaire et le phototropisme de la tige. Elle re´gule e´galement l’e´lon-
gation des tissus, la diffe´renciation des tissus vasculaires, l’e´tablissement de la dominance
apicale, l’initiation des racines late´rales et des primordia dans l’apex caulinaire? (Davies,
1995). Au niveau cellulaire, l’auxine re´gule la division, l’allongement et la diffe´renciation,
avec des diffe´rences dans la sensibilite´ et la nature de la re´ponse a` l’auxine selon les tissus.
La diversite´ des roˆles de l’auxine est illustre´e par la varie´te´ des phe´notypes des mutants
affecte´s dans les e´tapes de la biosynthe`se ou dans la signalisation de l’auxine (pour revue :
Hobbie et Estelle, 1994; Bartel, 1997; Rogg et Bartel, 2001).
I.1.3.2 Synthe`se et voies de signalisation de l’auxine
La quantite´ intra-cellulaire de l’auxine est re´gule´e par une combinaison de quatre
processus : la biosynthe`se, la conjugaison, la de´gradation et le transport. La biosynthe`se
de l’AIA? semble assure´e par plusieurs voies paralle`les que nous ne de´taillerons pas (pour
revue : Bartel, 1997). L’auxine peut eˆtre conjugue´e de manie`re re´versible (Davies, 1995).
Il semble que, sous sa forme conjugue´e, elle ne soit pas active et qu’il puisse donc exister
des re´servoirs d’auxine inactive, les conjugue´s pouvant eˆtre hydrolyse´s si ne´cessaire. La
de´gradation peut se voir soit directement par une de´carboxylation oxydative, soit par
l’interme´diaire des conjugue´s (voir par exemple : Tuominen et al., 1994).
La varie´te´ et la complexite´ des me´canismes de biosynthe`se rend difficile l’e´tude des lieux
de synthe`se de l’auxine. L’hypothe`se majoritaire place la production de l’auxine princi-
palement dans l’apex caulinaire? et les jeunes feuilles. L’auxine serait ensuite transporte´e
dans le reste de la plante (Reinhardt et al., 2003b).
Les voies de signalisation de l’auxine sont multiples et complexes. On sait depuis
quelques anne´es que l’auxine induit la transcription en facilitant la de´gradation de membres
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Fig. I.8: Vue (simplifie´e) d’une voie de signalisation de l’auxine. Dans cette
voie de signalisation, l’auxine se lie a` la ligase? SCFTIR1, pour catalyser l’ubiquitination?
de re´presseurs transcriptionnels de la famille Aux/IAA. Les facteurs de re´ponse a` l’auxine
(ARF) peuvent donc activer les e´le´ments de re´ponse a` l’auxine (AuxRE). Cette voie est
donc une voie d’activation des AuxRE par l’auxine.
de la famille de re´presseurs transcriptionnels Aux/IAA (Gray et Estelle, 2000). A` leur tour,
les prote´ines Aux/IAA peuvent se dime´riser avec les facteurs de transcription de la fa-
mille des facteurs de re´ponse a` l’auxine (ARF, auxin response factor), et donc re´primer
leur activite´ (Tiwari et al., 2001). La de´gradation de Aux/IAA se fait par ubiquitina-
tion?, catalyse´e par un complexe prote´ique de type SCF ciblant l’ubiquitine? (Gray et al.,
2001). Les complexes SCF ont une structure particulie`re en sous-unite´s et sont constitue´s
en une prote´ine SKP1, une Culline, une prote´ine a` F-box et RXB1 (Deshaies, 1999). La
spe´cificite´ de la cible de la prote´ine SCF de´pend de la prote´ine a` F-box. Les prote´ines
Aux/IAA d’Arabidopsis, sont cible´es par la prote´ine TIR1 et probablement par quelques
autres homologues? (Dharmasiri et al., 2005). Il a e´te´ montre´ tre`s re´cemment, que l’auxine
agissait directement en se liant a` TIR1, ce qui provoque la de´gradation de Aux/IAA. On
peut donc dire que TIR1 est un re´cepteur direct de l’auxine qui agit comme me´diateur de
la re´ponse transcriptionnelle de l’auxine (Figure I.8 : Dharmasiri et al., 2005; Kepinski et
Leyser, 2005).
Une fois l’inhibition leve´e, les ge`nes re´pondant a` l’auxine peuvent eˆtre active´s par des
prote´ines toujours pre´sentes dans la cellule. Les promoteurs de ces ge`nes incluent un motif
spe´cifique appele´ AuxRE (“Auxin Response Element”). Les techniques de ge´nie ge´ne´tique
ont permis de construire, a` partir de l’AuxRE du ge`neGH3, un promoteur synthe´tique bien
plus re´actif a` l’auxine que tous les autres promoteurs connus. Ce promoteur est nomme´
DR5 (Ulmasov et al., 1997). Avec ce promoteur, il devient possible, en l’inte´grant dans une
construction avec une prote´ine fluorescente comme DR5::GFP, d’observer dynamiquement
les zones de concentration d’auxine dans les plantes sauvages ou mutantes.
I.1.3.3 Transport de l’auxine
Une des spe´cificite´s de l’auxine par rapport aux autres hormones ve´ge´tales est que sa
diffusion dans la plante de´pend largement d’un transport actif polarise´. Dans la partie ae´-
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Fig. I.9: Mode`le che´miosmotique de transport d’auxine. Le mode`le che´mios-
motique de transport suppose l’existence d’un transporteur d’eﬄux, qui permet a` l’auxine
de passer du compartiment intra-cellulaire a` l’espace inter-cellulaire, et d’un transpor-
teur d’influx, qui permet a` l’auxine de passer de l’espace inter-cellulaire au compartiment
intra-cellulaire.
Adapte´ de : Jones (1998)
rienne de la plante, l’auxine voyage principalement par les tissus vasculaires de l’apex vers
les racines (Lomax et al., 1995). Dans le syste`me racinaire, l’auxine voyage essentiellement
par les cellules de la ste`le? puis, apre`s avoir atteint l’apex racinaire, elle est redistribue´e
de la pointe de la racine vers le haut de la racine par les tissus e´pidermiques et corticaux.
Le mode`le de transport de l’auxine tel qu’il est connu aujourd’hui est dit che´mios-
motique et a e´te´ propose´ par Rubery et Sheldrake (1974) et Raven (1975). Un mode`le
che´miosmotique propose l’existence d’un transporteur d’eﬄux et d’un transporteur d’in-
flux (voir Figure I.9). En effet, la forme la plus courante de l’auxine, l’AIA? est un acide
faible. A` l’exte´rieur de la cellule, le pH e´tant faible, il est trouve´ majoritairement sous sa
forme protone´e (AIAH). L’auxine protone´e e´tant lipophile, elle peut diffuser a` travers la
membrane plasmique, mais un transporteur d’influx permet d’augmenter le flux entrant.
Une fois dans la cellule, l’auxine a` tendance a` reprendre sa forme ionise´ (AIA−) et ne peut
alors plus passer la membrane plasmique. Il lui faut un transporteur d’eﬄux pour sortir
de la cellule. La polarisation du transport d’auxine est duˆ a` une localisation polarise´e du
transporteur d’eﬄux.
Transporteurs d’influx. Chez Arabidopsis, le principal transporteur d’influx putatif
caracte´rise´ est AUX1 (Bennett et al., 1996; Marchant et al., 1999). Le ge`ne AUX1 code
pour une prote´ine membranaire similaire a` des transporteurs d’acides amine´s. Ces trans-
porteurs fonctionnent comme des symports? acide amine´s-proton et le fait que l’auxine soit
probablement cotransporte´e avec un proton a permis a` Bennett et al. (1996) de proposer
que AUX1 soit un transporteur d’influx de l’auxine.
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Fig. I.10: Position polarise´e de PIN1 dans le me´riste`me. Localement, la pro-
te´ine PIN1 est polarise´e de manie`re cohe´rente entre les cellules. Cette polarisation induit
un flux d’auxine. La figure A montre un immunomarquage ciblant PIN1 issu d’un MAC.
La figure B montre le mode`le de flux qu’on peut en extraire. La large fle`che bleue indique
la direction globale du flux alors que les petites fle`ches indiquent la direction locale.
Image : Morin, H. et Traas, J., non publie´e
L’implication de AUX1 dans le transport d’influx de l’auxine a e´te´ confirme´ en ana-
lysant l’impact de l’ajout exoge`ne de diffe´rentes auxines sur les racines du mutant aux1.
En effet, les diffe´rentes auxines n’utilisent pas les diffe´rents transporteurs avec la meˆme
efficacite´ (Delbarre et al., 1996). Par exemple, l’ANA est capable de diffuser beaucoup
plus facilement que l’AIA? a` travers la membrane plasmique sans transporteur d’influx.
Inversement, le 2,4-D diffuse beaucoup plus difficilement et l’importance du transporteur
d’influx est tre`s grande. Or, l’ajout d’ANA permet de comple´menter le phe´notype du
mutant aux1, indiquant clairement que AUX1 facilite l’influx d’auxine dans les cellules
(Marchant et al., 1999).
Transporteurs d’eﬄux. Le transport d’eﬄux de l’auxine est facilite´ (et probablement
meˆme assure´) par les prote´ines de la famille PIN. Ces prote´ines sont notamment sensibles
aux inhibiteurs de transports que sont l’acide N-naphtylphtalamique (NPA) et l’acide
triiodobenzo¨ıque (TIBA). Ainsi, l’ajout exoge`ne d’un de ces inhibiteurs suffit a` rendre
inope´rant le transport d’eﬄux d’auxine (Morris et al., 1991). Les diffe´rents membres de
la famille PIN sont exprime´s a` des endroits diffe´rents de la plante. Par exemple, PIN1
est exprime´ dans la partie ae´rienne de la plante alors que PIN2-4 sont exprime´s dans le
syste`me racinaire.
Contrairement aux prote´ines AUX1, il semble les prote´ines PIN ne soient pas re´parties
uniforme´ment dans la cellule, mais qu’elles de´finissent une polarisation de la cellule, orien-
tant le flux d’auxine a` travers celle-ci. Cette polarisation est le plus souvent localement
cohe´rente entre les cellules, assurant un transport polarise´ de l’auxine au niveau du tissus
(figure I.10 ; Reinhardt et al., 2000).
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Roˆle de la prote´ine kinase PINOID (PID). Les mutations perte de fonction pid
produisent des phe´notypes similaires a` ceux des mutants pin (Bennett et al., 1995). Prin-
cipalement, les inflorescences du mutant pid sont tre`s semblables a` celles du mutant pin1,
indiquant un roˆle essentiel de ce ge`ne dans la production des organes. Des e´tudes re´centes
ont montre´ l’implication de la prote´ine kinase? PID dans le controˆle de la polarisation des
prote´ines PIN (Friml et al., 2004). Il semblerait que cette prote´ine fonctionne comme un
interrupteur : en-dessous d’un niveau critique, PID induit une polarisation basipe`te de
PIN alors qu’au-dessus elle induit une polarisation acrope`te.
I.1.3.4 L’auxine dans le MAC
Comme le montre les mutants pin1 et pid, le transport de l’auxine est primordial pour
la cre´ation des organes late´raux mais ne semble pas influer la maintenance du me´riste`me
lui-meˆme. Nous allons maintenant de´crire ce que nous savons sur le lien entre l’auxine et
l’organoge´ne`se.
Le traitement de l’apex avec de l’auxine exoge`ne perturbe l’initiation des organes et
modifie la phyllotaxie? (Snow et Snow, 1937; Wardlaw, 1955a,b). Par exemple, Reinhardt
et al. (2000) ont montre´ que l’application localise´e d’AIA? sur l’apex de la tomate a` la
position de l’initium I-1 provoque une augmentation de la taille du primordium. Aussi,
l’application localise´e d’AIA a` la position de l’initium I-2 provoque la formation d’un
me´riste`me ectopique? et l’inversion de la phyllotaxie.
Une expe´rience de´terminante indiquant le roˆle de l’auxine dans la formation des or-
ganes est celle re´alise´e par Reinhardt et al. (2000). Sur un mutant pin1, l’application
localise´e d’AIA? non-loin de l’apex provoque l’initiation d’un primordium a` proximite´ de
l’application. Cette expe´rience a permis de proposer deux hypothe`ses : la premie`re est
qu’une concentration e´leve´e d’auxine induit l’apparition d’un primordium, la seconde est
que la prote´ine PIN1 est ne´cessaire pour concentrer suffisamment d’auxine pour produire
un organe. Une autre e´tude utilisant le NPA pour mimer le phe´notype de pin1 a montre´
que plus la quantite´ d’auxine applique´e est importante, plus la probabilite´ d’initiation est
grande, quel que soit le type d’auxine (Stieger et al., 2002), ce qui semble confirmer un
roˆle d’interrupteur a` primordium pour l’auxine dans le MAC. Par contre, l’initiation se
fait syste´matiquement dans un anneau entourant la ZC du MAC, quel que soit le point
d’application de l’auxine.
L’e´tape suivante a e´te´ de regarder pre´cise´ment le transport d’auxine dans le me´riste`me
car l’action de l’auxine est tre`s de´pendante de sa concentration, elle-meˆme de´pendante de
son transport.
L’immunomarquage? de la prote´ine AUX1 montre qu’elle n’est pre´sente que dans la
tunica et principalement dans la L1, sugge´rant que l’auxine est majoritairement pre´sente
dans la couche L1 du me´riste`me (Reinhardt et al., 2003b). Cette impression est renforce´e
par l’immunomarquage de PIN1 qui n’est pre´sent que dans la tunica, dans les primordia
et le syste`me pro-vasculaire. Par la suite, l’e´tude des flux d’auxine s’est donc limite´ a` la
couche L1 du me´riste`me, ce qui a facilite´ largement les recherches.
Une e´tude de´taille´e des immunomarquages de PIN1 a permis de construire un mode`le
qualitatif de l’action de l’auxine dans le me´riste`me. Dans ce mode`le, l’auxine provient des
parties basses de la plante et arrive jusqu’aux primordia ou` elle est e´vacue´e. Un nouveau
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Fig. I.11: Mode`le qualitatif des flux d’auxines dans le me´riste`me. Dans ce
mode`le qualitatif, l’auxine est dirige´e vers les primordia existant, d’ou` elle est e´vacue´e
vers le syste`me pro-vasculaire. Cette e´vacuation empeˆche la formation d’un primordium a`
proximite´ d’un autre. Un primordium pourra se former en I1 si les autres sont suffisamment
loin. Une fois forme´, il va, a` son tour, attirer et e´vacuer l’auxine, empeˆchant la formation
d’un autre primordium dans son voisinage.
primordium ne peut alors se cre´er que loin des primordia existant (Figure I.11; Reinhardt
et al., 2003b).
I.2 Mode´lisation de la phyllotaxie
De`s le de´but du XIXe`me sie`cle, Schimper (1830) pose les bases de la phyllotaxie?
comme l’e´tude du positionnement des organes late´raux (et plus particulie`rement des
feuilles) pour son e´tude du me´riste`me apical caulinaire?, alors appele´ punctum vegeta-
tionis. Depuis, de nombreux travaux ont e´te´ mene´s pour mode´liser la phyllotaxie. Ces
travaux se classent en trois cate´gories :
1. les travaux purement descriptifs dont l’objectif est de caracte´riser mathe´matique-
ment l’arrangement ge´ome´trique des organes et d’e´tudier les liens entre les divers
parame`tres mesurables ;
2. les travaux sur les mode`les dynamiques reposant sur l’hypothe`se qu’un primordium
inhibe la formation d’un organe dans son voisinage ;
3. les autres travaux sur les mode`les dynamiques.
I.2.1 Mode`les descriptifs
Les spirales phyllotaxiques. De`s les travaux de Schimper (1830); Braun (1831, 1835),
l’e´tude de la phyllotaxie? s’est porte´e sur la caracte´risation des organisations spirale´es et
verticille´es visibles sur beaucoup de plantes adultes. Il a notamment e´te´ conside´re´ deux
descriptions possibles pour des spirales. Dans les deux cas, les spirales sont dessine´es en
reliant par un trait continu les organes dans un ordre bien de´fini.
Si les organes sont relie´s par ordre d’apparition, la courbe re´sultante forme une spirale
(ou une he´lice selon que l’on regarde la phyllotaxie? sur un plan ou un cylindre) appele´e
spirale ge´ne´ratrice. L’angle forme´ par deux organes successifs sur cette spirale est le plus
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souvent constant et est appele´ angle de divergence?. Le plus souvent, l’angle de divergence?
est proche de l’angle d’or, φ = 2pi(−1+√5)/2, ou` (−1+√5)/2 est le nombre d’or (i.e. la
racine de l’e´quation x2 + x− 1 = 0).
Si chaque organe est relie´ a` ses plus proches voisins ou, selon les descriptions, aux
organes en contact avec lui, le trace´ obtenu forme deux ensembles de spirales superposables
a` une rotation pre`s (i.e. l’e´quivalent de paralle`le pour des spirales) de sens de rotation
oppose´s appele´es les parastiches. Si i et j sont les nombres de spirales de chaque ensembles
(avec i < j) alors le plus souvent, i et j sont deux nombres successifs de la suite de
Fibonacci. Pour rappel, la suite de Fibonacci commence par les termes u0 = 1, u1 = 1 et
a pour relation de re´currence ∀n ∈ N, un+2 = un+1 + un. Les premiers termes sont donc :
1, 1, 2, 3, 5, 8, 13 . . . Il est alors remarquable que le nombre d’or, note´ ϕ, soit la limite a`










Repre´sentation ponctuelle des organes. Les fre`res Bravais (Bravais et Bravais,
1837a,b, 1839) proposent de repre´senter la position des feuilles comme un ensemble de
points sur un cylindre et de le de´rouler sur le papier, formant un treillis cylindrique (voir
figure I.12). Cette repre´sentation leur permet notamment de faire le lien entre la fraction
continue? de l’angle de divergence? et les parastiches. Si on note [a0; a1, a2, . . . ] la fraction
continue de ϕ (le nombre d’or), les convergents principaux de la fraction continue sont les
rationnels [a0; a1, a2, . . . , an] pour tout n ≥ 1. Si on note p0, p1, . . . , pn les primordia, il est
alors possible de retrouver la valeur de φ en comme le rapport des indices des primordia
qui sont en contact avec p0 au fur et a` mesure que le nombre de parastiches devient infini
(Jean, 1983, section 1.4.1).
Repre´sentation volumique des organes. Airy (1873, 1874) a introduit l’utilisation
de repre´sentations volumiques des organes. Il propose une expe´rience simple permettant de
produire les diffe´rents motifs phyllotaxiques : en disposant des billes sur un cylindre e´las-
tique adhe´rent e´tire´ en deux range´es diame´tralement oppose´es et de´cale´es, le cylindre ayant
e´te´ vrille´ (voir figure I.13). En fonction des diame`tres relatifs des billes et du cylindre, l’or-
ganisation billes quand le cylindre est relaˆche´ reproduits diffe´rents motifs phyllotaxiques.
Aussi, en disposant plusieurs billes a` la meˆme altitude sur le cylindre e´quire´parties sur
la circonfe´rence d’une section, il est aussi possible de reproduire les modes verticille´s. Ce
mode`le permet de donner une interpre´tation de la phyllotaxie comme un arrangement
de billes limite´ par leur encombrement spatial. La construction fait donc intervenir un
phe´nome`ne physique et non une construction purement mathe´matique.
La phyllotaxie comme empilement de disques. Inspire´ par le travaille de Airy,
van Iterson (1907) a e´tudie´ en de´tail les motifs obtenus en empilant des disques souples
de taille variable sur la surface d’un cylindre (voir figure I.14 (A)). Il a ainsi montre´ que
pour les phyllotaxies spirale´es, un seul parame`tre permettait de controˆler la phyllotaxie :
le rapport b du diame`tre des disques repre´sentant les organes et du diame`tre du cylindre
repre´sentant la tige. Ainsi, pour chaque valeur de b, seuls un certain nombre d’angles de
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Fig. I.12: Treillis cylindrique de la phyllotaxie?.Bravais et Bravais (1837a) pro-
posent de repre´senter la position des feuilles comme un treillis cylindrique pour e´tudier leur
agencement. Un treillis cylindrique correspond au de´roule´ du cylindre repre´sentant la tige
re´plique´ trois fois. Ainsi, dans cette repre´sentation, les droites (O,m), (O′,m′), (O′′,m′′) et
(B,n) correspondent en fait a` une meˆme et unique droite sur la tige re´plique´e pour mieux
pre´senter la relation d’adjacence entre les points. Chaque point est ainsi re´plique´ 3 fois, ce
qui permet de voir ici, par exemple, l’adjacence entre 3 et 5 qui sont pourtant de par et
d’autre de l’origine choisie. En plus de permettre de mieux voir la relation d’adjacence en
tout point de la tige, cette repre´sentation repre´sente les he´lices phyllotaxiques comme des
droites, sur lesquelles il est plus facile de travailler (paralle´lisme, comptage, . . . ).
Fig. I.13: Expe´rience de Airy (1873). Airy propose de disposer des sphe`res sur
un cylindre e´lastique pre´alablement e´tire´ selon la direction indique´e par les fle`ches (i.e.
extension et torsion combine´e) en deux range´es paralle`les diame´tralement oppose´es et
de´cale´es (dessin de gauche). Apre`s avoir relaˆche´ le cylindre, les billes se retrouvent en
contact les unes avec les autres et sont place´es selon un motif phyllotaxique.
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divergence? α sont possibles. Au fur et a` mesure que le parame`tre b diminue (donc que la
taille des primordia devient petite par rapport a` la taille de la zone centrale), le nombre
possible d’angles de divergence? augmente. α(b) a une forme d’arbre binaire dans lequel
chaque branchement correspond a` un changement de phyllotaxie (voir figure I.14B).
De nombreux autres re´sultats. Par la suite, Irving Adler, Roger V. Jean, Ralph O.
Erickson et beaucoup d’autres ont pre´cise´s les proprie´te´s mathe´matiques lie´es a` la phyl-
lotaxie. On peut notamment citer les liens entre l’angle de divergence? et les parastiches
mais aussi la formalisation de la notion de parastiches visibles, l’e´tude de l’arbre forme´
par les angles de divergences possibles en fonction du rapport des diame`tres, etc. (pour
revue : Jean, 1983; Adler et al., 1997).
Enfin, tre`s re´cemment, Cummings et Strickland (1998) ont pu reconstruire les diffe´rents
modes phyllotaxiques classiques (spirale´s, verticille´s, de´cusse´s) a` partir de la minimisation
d’une fonction d’e´nergie traduisant de fac¸on abstraite l’interaction de deux morphoge`nes?.
Le point inte´ressant est que le re´sultat n’est pas nume´rique mais analytique et qu’il leur
permet de proposer une construction ge´ome´trique de la phyllotaxie.
La the´ories des he´lices foliaires multiples. Au milieu du XXe`me sie`cle, Lucien Plan-
tefol propose une the´orie phyllotaxique radicalement diffe´rente de toutes les pre´ce´dentes.
Dans son ouvrage Fondements d’une the´orie phyllotaxique nouvelle - La the´orie des he´lices
foliaires multiples (Plantefol, 1948), il de´nonce les the´ories existantes comme incomple`tes
ou infonde´es. Au lieu de s’appuyer sur la position des feuilles uniquement, il propose de
prendre en compte trois e´le´ments dans l’e´tude de la phyllotaxie :
1. les insertions foliaires, ou cicatrices foliaires, avec leur position et, chose nouvelle,
leur forme exacte ;
2. les segments foliaires, qui correspondent a` la partie de la tige qu’on peut associer
a` une feuille donne´e (voir figure I.15) ;
3. les faisceaux foliaires, fibres internes a` la tige qui passent de feuille en feuille ;
et de de´crire la phyllotaxie comme les rapports existant entre ces diffe´rentes entite´s.
En e´tudiant essentiellement les insertions foliaires, il dessine des he´lices allant de feuille
en feuille, reposant sur le principe que, “prolonge´es sur la tige par leurs segment foliaire,
les feuilles apparaissent contigue¨s sur une meˆme he´lice” (voir figure I.15 ; Plantefol, 1948,
p. 145). Il propose, pour justifier l’existence de ces he´lices, que chacune d’elle soit cre´e´e
par un centre ge´ne´rateur diffe´rent. Chaque centre ge´ne´rateur cre´e un organe he´lico¨ıdal
continue le long duquel se re´partissent les feuilles. Ils seraient coordonne´s par un centre
organisateur. Dans ce mode`le, il est inte´ressant de noter que les he´lices sont premie`res et
que les feuilles sont des organes dispose´s sur les he´lices, alors que dans les autres mode`les,
les feuilles sont premie`res et les he´lices ne sont qu’une description possible de l’organisation
des feuilles.
I.2.2 Mode`les dynamiques historiques
Les mode`les pre´sente´s dans cette section et dans la suivante ajoutent aux pre´ce´dents
la notion de cre´ation des primordia. Il ne s’agit plus d’e´tudier le re´sultat de l’organoge´ne`se
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(A) (B)
(C)
Fig. I.14: Empilement de disques souples a` la surface d’un cylindres (van
Iterson, 1907). (A) pre´sente un empilement de disques souples a` la surface d’un cy-
lindre, le cylindre repre´sentant la tige de la plante et chaque disque repre´sentant un organe.
En orange une he´lice gauche et en vert une he´lice droite s’intersectent aux organes indique´s
par des disques jaunes. (B) Avec en ordonne´e le diame`tre des disques et en abscisse l’angle
de divergence? (en degre´), ce graphe montre les diffe´rents modes phyllotaxiques possibles.
Les nombres de parastiches sont indique´s sur les principales branches et les principaux
points triples. (C) Le construction ge´ome´trique permet de comprendre pourquoi il y a des
bifurcations et comment la phyllotaxie e´voluent a` ces endroits du graphe. Le point clef est
le passage d’une phyllotaxie a` deux ensembles d’he´lices paralle`les (cf. droites trace´es pour
l’organe 6 a` gauche) a` une phyllotaxie a` trois ensembles d’he´lices paralle`les (cf. droites
trace´es pour l’organe 6 a` droite). Quand le diame`tre des disques diminue, dans une phyl-
lotaxie (i, j), le primordium n+ i+ j se rapproche du primordium n. Le diame`tre devient
suffisamment petit pour que ces deux primordia soient juste en contact. La phyllotaxie
devient alors triple en (i, j, i+ j). Si le diame`tre diminue encore, le primordium n+ i+ j
reste en contact avec le primordium n soit en e´cartant le primordium n+ i, ce qui donne
une phyllotaxie (j, i+ j) soit en e´cartant le primordium n+ j, ce qui donne un phyllotaxie
(i, i+ j).
(A) : Prusinkiewicz et Lindenmayer (1990)
(B) : Jean (1983), version adapte´e de la sche´matisation de Veen et Lindenmayer (1977)
des trace´s de van Iterson (1907).
(C) : Veen et Lindenmayer (1977)
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Fig. I.15: He´lices foliaires sur Lilium tigrinum.(Plantefol, 1948) Ce sche´ma
montre les insertions foliaires et les segments foliaires qui leurs sont attache´s. Chaque
tige a e´te´ “de´plie´e” de fac¸on a` ce que le bord gauche e´pouse la forme du bord droit. Les he´-
lices sont visible en passant d’un segment foliaire a` l’autre uniquement s’ils sont en contact
direct. 1. Tige a` une seule he´lice foliaire. 2. Tige a` trois he´lices foliaires. 3. Tige a` deux
he´lices foliaires.
mais le processus qui peut mener a` ce re´sultat. Dans cette section, nous nous inte´resserons
aux mode`les de´coulant d’observations morphologiques uniquement, macroscopiques ou
microscopiques. Les mode`les utilisant les donne´es de la biologie cellulaire, mole´culaire et
de la ge´ne´tique seront e´tudie´s dans la section suivante.
Hypothe`se des champs d’inhibition. De`s 1868, Hofmeister propose un mode`le dyna-
mique extreˆmement robuste permettant de produire les phyllotaxies spirale´es (Hofmeister,
1868, source : Douady et Couder (1996a)). Dans ce mode`le, il sugge`re que chaque primor-
dium e´met un champs d’inhibition additif qui ge`ne la formation d’un nouveau primordium
et que les primordia s’e´loignent du centre avec une vitesse radiale V (r) (voir figure I.16).
Une horloge interne a` la plante provoque la cre´ation d’un primordium a intervalle de temps
re´gulier. Celui-ci se forme sur un cercle de rayon R0 a` la position ou` le champ d’inhibition
des primordia de´ja` pre´sents est minimum. Avec ces re`gles tre`s simples, il est possible de
recre´er toutes les phyllotaxies spirale´es (Douady et Couder, 1996a).
Douady et Couder (1992) proposent une expe´rience physique permettant de reproduire
une phyllotaxie avec un syste`me similaire. Dans cette expe´rience, une assiette en Te´flon
pose´e horizontalement, remplie d’huile de silicone est plonge´e dans un champ magne´tique
vertical. Ce champ magne´tique a un faible gradient radial : il est minimum au centre
et maximum a` la pe´riphe´rie. L’apparition d’un primordium est simule´e par l’ajout d’une
goutte de ferrofluide au centre de l’assiette. La goutte se polarise alors pour former un
dipoˆle vertical, qui est attire´ vers les zones ou` le champ magne´tique est le plus fort,
assurant une vitesse radiale du “primordium” limite´e par la viscosite´ du silicone. Comme
les gouttes forment des dipoˆles paralle`les, elles se repoussent les unes les autres avec un
force proportionnelle a` d−4, d e´tant la distance entre deux gouttes. Enfin, un dispositif
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Fig. I.16: De´finition des parame`tres de la croissance apicale. Chaque primor-
dium s’e´loigne du centre du me´riste`me a` une vitesse V (r) du centre et e´met un champ
d’inhibition E(d). Quand un nouveau primordium apparaˆıt, c’est toujours au minimum
du champ d’inhibition re´sultant des primordia existant sur un cercle de rayon R0. L’angle
forme´ entre deux nouveau primordia est note´ φ est appele´ angle de divergence?.
Images : Douady et Couder (1996a)
permet de de´poser des gouttes calibre´es a` un rythme re´gulier re´glable pour permettre
l’ajout de primordia a` intervalle de temps constant (voir figure I.17).
Ce syste`me ne reproduit pas fide`lement le comportement des primordia dans un me´-
riste`me. Notamment, les gouttes ajoute´es interagissent avec les gouttes de´ja` pre´sentes,
modifiant leurs positions de fac¸on non ne´gligeable. Malgre´ tout, de nombreux motifs phyl-
lotaxiques spirale´s peuvent eˆtre obtenus par ce syste`me. Un re´sultat inte´ressant est que
le motif ne de´pend que d’un seul parame`tre : G = V0T/Rc ou` Rc est le rayon de stabili-
sation angulaire des gouttes (i.e. leur position angulaire ne change plus significativement
au-dela`), V0 est la vitesse des gouttes a` la distance Rc du centre et T est l’intervalle de
temps entre deux laˆche´s de gouttes.
Pour e´tudier plus en de´tail les conse´quences de ce jeu d’hypothe`ses, Douady et Couder
(1996a) ont recouru a` la simulation. Ils ont alors pu tracer, comme l’avait fait van Iterson
(1907) pour des empilement de disques, les phyllotaxies possibles en fonction de ce para-
me`tre G (voir figure I.18). Il est inte´ressant de noter que certains angles de divergences qui
sont conside´re´s comme possibles par les empilements de disques ne le sont pas par cette
me´thode dynamique (voir dans la figure I.18 les zones ou` le trait plein n’est pas recouvert
par les triangles noirs, notamment aux alentours de ϕ = 120).
Cet ensemble d’hypothe`ses pose comme acquis la re´gularite´ d’apparition de nouveaux
primordia. L’inconve´nient est que l’obtention de phyllotaxies verticille´es est alors interdite,
a` moins d’imposer le nombre de primordia simultane´s. Comme il est courant de voir des
changements de nombre de verticilles au cours de la vie de la plante (voir figure I.19), la
ne´cessite´ de rajouter un parame`tre variable pour rendre compte de ce seul changement
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Fig. I.17: Production d’une phyllotaxie par des particules magne´tise´es. Des
gouttes de liquide ferro-magne´tique sont laˆche´es au centre d’une assiette remplie d’huile
de silicone et plonge´e dans un champ magne´tique vertical (image de gauche). Le dispositif
permet de laˆcher des gouttes calibre´es a` un rythme re´gulier re´glable. Ce dispositif permet
de ge´ne´rer divers motifs phyllotaxiques spirale´s (image de droite).
Images : Douady et Couder (1996a)
Fig. I.18: Phyllotaxies ge´ne´re´es en introduisant les primordia re´gulie`re-
ment. En abscisse le parame`tre G (repre´sentant le rapport de taille entre les primordia et
le me´riste`me, ce qui est e´quivalent a` la de´finition de G pre´sente´e dans le texte) qui permet
de re´sumer les re´glages, et en ordonne´e l’angle de divergence. Ce graphique montre les
angles de divergences possibles. En trait plein sont repre´sente´es les phyllotaxies possibles
obtenues par empilement de disques et les triangles repre´sentent les phyllotaxies obtenues
par simulation dynamique avec une loi d’interaction E(d) = 1/d3. En (b), de´tail d’une
bifurcation obtenue en changeant la loi d’interaction entre les primordia (−) E(d) = 1/d,
(4) E(d) = 1/d4, (¦) E(d) = exp(−d/l) avec l = 0.01.
D’apre`s : Douady et Couder (1996a).
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Fig. I.19: Changement du nombre de verticilles de 3 a` 4 sur une tige
d’Abelia.Image : Douady et Couder (1996c)
n’est pas tre`s satisfaisant, d’autant plus que les changements de phyllotaxie a` nombre de
verticilles constant ne ne´cessitent pas ce parame`tre.
Hypothe`se du premier espace disponible. Une modification des hypothe`ses, no-
tamment propose´e par Snow et Snow (1937) permet de pallier ces proble`mes. Au lieu de
supposer un intervalle constant d’apparition des primordia, ils supposent qu’un primor-
dium se positionne de`s qu’il y a suffisamment de place. Ceci se traduit dans le mode`le
pre´ce´dent par un seuil σ tel que si la re´pulsion des primordia existant devient infe´rieure a`
σ en un point du cercle d’apparition des primordia, alors un primordium apparaˆıt en ce
point (voir figure I.20 pour un mode`le plus simple).
Il est inte´ressant de remarquer que la re´gularite´ d’apparition des primordia de´coule
naturellement de ces hypothe`ses si l’e´tat stable est atteint. De plus, les modes verticille´s
et les transitions entre eux apparaissent tout aussi naturellement. Par contre, une e´tude
exhaustive des modes possibles pour diffe´rents parame`tres devient extreˆmement complexe.
Douady et Couder (1996b) ont re´alise´ une e´tude syste´matique des e´tats stables et
des transitions entre e´tats stables sous cette hypothe`se. Ils ont ainsi montre´ que toutes
les formations connues (spirale´es, verticille´es, oppose´es de´cusse´es) pouvaient eˆtre obtenues
sans autre hypothe`se. Mais l’e´tude la plus probante confirmant ce mode`le est probablement
celle des transitions entre les modes phyllotaxiques stables. Il a en effet e´te´ montre´ que les
transitions pre´dites par ce jeu d’hypothe`ses reproduisent fide`lement les positions observe´es
dans la nature, notamment sur les feuilles tournesol, dont les positions exactes sur la tige
e´taient re´pute´es impre´visibles car elles ne suivent pas un motif phyllotaxique classique (i.e.
spirale´, verticille´. . .) mais semblent dispose´es ale´atoirement (Douady et Couder, 1996c;
Couder, 1998).
Mode`les de diffusion. Les mode`les de diffusion sont tre`s proches des mode`les faisant
l’hypothe`se du premier espace disponible. Les primordia sont souvent repre´sente´s par des
points a` la surface d’un cylindre (Young, 1978; Chapman et Perry, 1987). Ils diffusent
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Fig. I.20: Zones d’inhibition des primordia. Le disque central repre´sente le me´-
riste`me avec les primordia qui se forment a` sa pe´riphe´rie. Les disques noirs repre´sentent
les primordia, entoure´s de leur zone d’inhibition. Un nouveau primordium peut se former
a` la pe´riphe´rie du me´riste`me de`s que sa zone d’inhibition n’intersecte aucune autre. Ainsi,
le prochain primordium apparaˆıtra a` la position du disque blanc.
Adapte´ de : Steeves et Sussex (1989)
un inhibiteur qui se de´grade au cours du temps, empeˆchant la formation d’un nouveau
primordium dans le voisinage des primordia existants. Le centre aussi diffuse un inhibiteur,
parfois le meˆme (Young, 1978), parfois un inhibiteur inde´pendant (Chapman et Perry,
1987).
Chapman et Perry (1987) proposent de remplacer l’inhibiteur produit par chaque pri-
mordium par un activateur consomme´ par ceux-ci. On suppose alors qu’un activateur est
normalement pre´sent uniforme´ment dans la tige de la plante, et qu’il est consomme´ par
les primordia. Un primordium se forme alors en un point ayant une concentration suf-
fisante d’activateur. Mathe´matiquement, supposer la consommation d’un activateur est
e´quivalent a` supposer la production d’un inhibiteur. Toutefois, cette hypothe`se est plus
satisfaisante d’un point de vue biologique, car il existe un bon candidat pour l’activateur
dans les prote´ines ve´ge´tales : l’auxine, qui est connues pour promouvoir l’apparition des
primordia (Reinhardt et al., 2000).
I.2.3 Mode`les dynamiques originaux
Mode`le biome´canique de Green. Paul B. Green, un biome´canicien de l’universite´
de Standford, propose un mode`le base´ sur la de´formation me´canique de la surface du
me´riste`me (Green et al., 1996; Green, 1992, 1999).
Son mode`le repose sur les ondulations produites par la croissance des parties internes
d’un anneau. En effet, si on fixe les bords d’un anneau mais que le milieu croˆıt, des oscil-
lations de longueur d’onde de´termine´e par les proprie´te´s me´caniques du mate´riau consti-
tuant l’anneau se forment (voir figure I.22A-F). Pour ge´ne´rer des motifs phyllotaxiques, il
propose de calculer sur un anneau les oscillations dues a` la croissance. Puis, pour simuler
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Fig. I.21: Courbes de niveau de la concentration d’inhibiteur. Cette image
montre le de´veloppe´ d’un re´sultat obtenu par Young (1978) d’une phyllotaxie (2,3) sur
un cylindre. Le me´riste`me est a` la position y = 9.606 (au-dessus du graphique) et donne
naissance aux contours rectilignes en haut de la figure. Les maxima sont situe´s au centre
du me´riste`me et au centre des successions de carre´s concentriques de´notant la pre´sence
d’un primordium. Le prochain primordium apparaˆıtra sur le minimum qui peut eˆtre vu
au centre de la figure, et la position du primordium suivant peut de´ja` eˆtre observe´e sur la
droite.
Image : Young (1978)
la croissance de l’apex, l’anneau est d’abord fige´, puis agrandi par homothe´tie. Enfin, un
anneau interne est ajoute´. Les oscillations de l’anneau externe servent de conditions aux
limites pour le bord exte´rieur de l’anneau interne (le bord interne e´tant fige´) pour le cal-
cul des nouvelles oscillations (voir figure I.22G). Par ce biais, il obtient tout un panel de
phyllotaxies, spirale´es ou verticille´es, en fonction des proprie´te´s me´caniques du mate´riaux
simule´ et en fonction de la variation de diame`tre des anneaux.
Patrick D. Shipman et Alan C. Newell ont repris, pre´cise´ et comple´te´ les travaux de
Green. Ils ont ainsi largement e´tudie´ la production des diffe´rents modes phyllotaxiques,
les transitions entre modes phyllotaxiques et la relation entre la phyllotaxie et la forme
des apex (Shipman et Newell, 2004, 2005).
Mode`le de re´action-diffusion de Meinhardt. Hans Meinhardt propose un mode`le
largement inspire´ de son e´tude des coquillages et des motifs qu’on y trouve (Meinhardt,
2003a,b). Ainsi, il propose un mode`le de plante dans lequel la croissance est produite par
accre´tion cellulaire au sommet de la tige.
Dans ce mode`le, un processus de re´action-diffusion e´volue sur un anneau de cellules.
A` intervalle de temps re´gulier, l’anneau de cellules se de´double et le rang infe´rieur devient
inactif, figeant la concentration des morphoge`nes?. La phyllotaxie est obtenue en regardant
la position ge´ome´trique des pics de concentration d’un des morphoge`nes, conside´re´ comme
le marqueur de position des primordia (voir figure I.23 A,B).
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Fig. I.22: De´formations me´caniques dans un anneau. (A-F) Un anneau de
diame`tre interne 0.8 et de diame`tre externe 1.0 est cre´e´ avec des ondulations ale´atoires
a` sa surface. Ses proprie´te´s physiques donnent une longueur d’onde intrinse`que pour les
ondulations de 0.2. Les deux bords sont fixe´s. Les diffe´rentes images montrent la position
de minimum d’e´nergie au fur et a` mesure que la partie interne (i.e. entre les bords de
l’anneau) du tissus croˆıt (le nombre dans les anneaux est proportionnel a` la quantite´ de
matie`re ajoute´e). Il est inte´ressant de voire que l’apparition des ondulations est irre´gulie`re
(C,D) mais que par la suite, les amplitudes et les distances se re´gularisent (E,F).
(G) Pour produire la phyllotaxie, la range´e exte´rieure d’ondulation est fixe´e alors que la
range´e interne est laisse´e libre. La configuration montre´e correspond au minimum d’e´nergie.
La diffe´rence de diame`tre entre l’inte´rieur est l’exte´rieur e´tant importante, on observe un
changement du nombre d’ondulations avec des figures caracte´ristiques en Y.
Images : Adapte´es de Green et al. (1996)
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Le mode`le consiste alors en un syste`me de re´action-diffusion capable de ge´ne´rer des
pics de morphoge`ne? a` intervalle de temps re´gulier et a` des positions vraisemblables pour
la phyllotaxie. Meinhardt y parvient en utilisant un syste`me a` trois morphoge`nes :
1. un activateur auto-catalytique3 a, qui joue le roˆle de marqueur pour les primordia
2. un substrat b qui est consomme´ par l’activateur
3. un inhibiteur c ayant une dure´e de vie assez longue mais qui diffuse peu, meˆme si
plus que l’activateur
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Les deux derniers termes de chaque e´quation correspondent respectivement a` la de´gra-
dation et a` la diffusion du morphoge`ne. Le premier terme correspond, lui, a` la production
du morphoge`ne et aux interactions avec les autres morphoge`nes. Ainsi l’e´quation re´gulant
la variation de l’activateur inclue un terme d’auto-catalyse. Celle-ci est conditionne´e a`
l’existence de substrat (b) et est limite´e par une borne supe´rieur (1 + saa
2 au de´nomina-
teur) et par la production d’inhibiteur (cc + scc au de´nominateur). Le substrat quant a`
lui est produit re´gulie`rement (premier membre de l’e´quation) mais est consomme´ d’une
quantite´ e´gale a` l’auto-catalyse de l’activateur (deuxie`me membre). Enfin, l’inhibiteur
est simplement produit proportionnellement a` la quantite´ d’activateur pre´sent (premier
membre de l’e´quation).
Dans ces e´quations, ri, Di et bi sont les coefficients de de´gradation, diffusion et produc-
tion du morphoge`ne? i. s est le coefficient d’auto-catalyse de l’activateur. cc a pour roˆle
d’empeˆcher une surproduction de l’activateur quand il n’y a plus d’inhibiteur. sc corres-
pond a` l’efficacite´ de l’inhibiteur. Enfin, sa de´finit la limite supe´rieure de l’auto-catalyse
de l’activateur.
Le couple activateur/substrat permet d’obtenir des figures oscillantes comme des vagues
qui se de´placent. L’ajout d’un inhibiteur a` longue dure´e de vie (bc << ba) a pour roˆle de di-
minuer les concentrations d’activateur peu de temps apre`s son maximum. Si cet inhibiteur
longue dure´e a une porte´e plus grande que l’activateur (Dc > Da), alors le pic d’activateur
disparaˆıt comple`tement avant de re´apparaˆıtre a` un autre endroit, la` ou` le substrat est en
quantite´ suffisante pour activer la re´action. L’activateur semble alors sauter d’un lieu a`
l’autre. Si l’inhibiteur reste pre´sent suffisamment longtemps, il empeˆchera l’activation au
meˆme lieu meˆme apre`s plusieurs apparitions de primordium. Cette inhibition locale dans
l’espace mais a` longue porte´e dans le temps permet notamment d’obtenir des primordia
dispose´s selon un motif phyllotaxique spirale´ (voir figure I.23 B-F).
3i.e. dont l’activation est re´gule´e positivement par sa propre concentration
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Fig. I.23: Production d’une phyllotaxie par re´action-diffusion. Toutes les
simulations sont le re´sultat du mode`le de re´action-diffusion a` trois morphoge`nes? de´crits
dans le texte.
(A,B) si l’inhibiteur n’a pas une dure´e de vie assez longue, la figure obtenue correspond
a` une phyllotaxie verticille´e oppose´e/de´cusse´e.
(C,D) mais en augmentant sa dure´e de vie, il est possible d’obtenir une phyllotaxie spi-
rale´e.
(E) Distributions des trois morphoge`nes a` divers instants. Le noir donne la concentration
de l’activateur, le vert de l’inhibiteur et le rose du substrat. La fle`che indique le lieu d’ap-
parition du prochain primordium. Un primordium peut se former si le niveau d’inhibiteur
est suffisamment bas et s’il y a suffisamment de substrat.
Figures : Adapte´es de Meinhardt (2003b)
Chapitre II
Reconstruction 4D de la surface d’un
me´riste`me
II.1 Re´sume´ de l’article
La microscopie in vivo permet de ge´ne´rer des images sur le comportement dynamique
d’objets tri-dimensionnels (3D). L’extraction de l’information utile dans ces images e´tant
une taˆche complexe, il est ne´cessaire de de´velopper des outils mathe´matiques et informa-
tiques adapte´s pour aider a` leur interpre´tation. Ide´alement, une chaˆıne informatique com-
ple`te pour l’e´tude de la dynamique d’objet tri-dimensionnels devrait inclure : l’acquisition
(1), le pre´processing (2) et la segmentation (3) des images, suivis par une reconstruction
dans le temps et l’espace de l’objet e´tudie´ (4) et enfin des analyses quantitatives (5). Ici,
nous avons de´veloppe´ un tel protocole pour e´tudier la dynamique du me´riste`me apical
caulinaire d’Arabidopsis. Ce protocole utilise des piles de sections optiques obtenues par
microscopie confocale. Il inclus notamment des algorithmes spe´cialement de´veloppe´s pour
automatiser l’identification des ligne´es cellulaires et l’analyse quantitative du comporte-
ment de la surface du me´riste`me.
Les auteurs de l’article sont, dans l’ordre : Pierre Barbier de Reuille, Isabelle Bohn-
Courseau, Christophe Godin et Jan Traas.
Cet article a e´te´ publie´ dans le nume´ro 44, volume 6 de The Plant Journal dans les
pages 1045 a` 1053 sous le titre “A protocol to analyse cellular dynamics during plant
development”.
II.2 Introduction
The spectacular advances in imaging techniques have greatly contributed to our un-
derstanding of many cellular and molecular processes. With the advent of methods that
allow the production of massive amounts of data, however, the imaging field is now facing
new requirements. These do not only concern the quality and resolution of the pictures,
but also the quantity of the information to be analysed. This is especially true for tech-
niques involving the observation of living tissues. In vivo confocal microscopy imaging,
allows the analysis of cell shape in space and time in intact tissues (Van den Berg et al.,
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1995; Reddy et al., 2004; Grandjean et al., 2004) In addition, this technique can be combi-
ned with GFP technology, thus allowing the observation of specific cellular compartments
or gene activity. These methods have opened up a wide range of new possible applications,
but they also pose the problem of image and data analysis. Indeed, a major challenge is
now to develop the tools to extract pertinent information on the dynamic spatial beha-
viour of the components that constitute a tissue. To study the dynamics of complex 3D
structures various types of algorithms must be used. In principle, an complete procedure
should include (1) the acquisition and (2) initial preprocessing of the images, (3) image
segmentation, (4) three dimensional (3D) and four dimensional (4D) reconstruction and
(5) the quantitative analysis. The acquisition of the images involves the generation of sets
of serial optical sections. This is accompanied by an initial preprocessing (step 2) required
to retain as much information as possible. This can vary from a simple setting of contrast
to a non-linear filtering to remove unnecessary background noise. The third step, image
segmentation, is required to extract and to identify the areas to be analysed. More speci-
fically, this implies a classification of the pixels within an image, with their coordinates,
as being part of the background or part of the object. For a structure divided into cells,
this would typically imply the identification of the pixels corresponding cell membranes or
nuclei for example. Subsequently, the 3D structure of the object is represented in such a
way that specific quantitative spatial and temporal characteristics can be extracted, such
as changes in cell size, cell shape, neighbourhoods etc. Most of the existing commercial
softwares offer the possibility to reconstruct 3D objects from serial sections or to extract
quantitative information (e.g. on cell size or shape) from the images. However, these tools
are usually not able to generate the full protocol able to cover all 5 steps mentioned earlier.
In this paper, we show how image processing and data analysis can be combined
to build up a software chain for 3D and 4D reconstruction. This includes the design
of special algorithms to automate the complex processing of time series. To illustrate
the approach, we have chosen the shoot apical meristem (SAM) in Arabidopsis thaliana.
Shoot apical meristems (SAMs) are small groups of dividing stem cells that initiate all
the aerial parts of the plant (Traas et Doonan, 2001). Over the last years an important
amount of information has been accumulated on this structure, and in vivo techniques to
study SAMs in the confocal microscope are now available. It therefore seemed particularly
appropriate to develop a full 4D image analysis protocol for this system. The approach,
however, can be extended to other structures as well.
II.3 Results
To visualise the meristems, we used a protocol previously described by Grandjean et al.
(2004). This method allows the visualisation of living meristems at the cellular level in the
confocal microscope. The cells either express GFP, and can thus be directly visualised,
or are stained first using the fluorescent membrane stain FM 4-64, which permits the
visualisation of cell contours and facilitates the reconstruction of cell arrangements in the
meristem.
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II.3.1 Step 1 and 2: acquisition of images and initial preproces-
sing in the microscope
Stacks of serial sections were taken at different time points. As the shoot meristem is
a flattened structure, transverse sections allowed more easily a complete overview of the
meristem than longitudinal sections. The standard software of the microscope was suffi-
cient to guarantee an optimal acquisition of the fluorescent signals (i.e. to obtain images
with the proper contrast, representing a maximal amount of relevant signals avoiding
saturation or underexposure).
According to the confocal microscope software, sections should be made ideally every
0.36µm. This distance is linked to the resolution of the confocal microscope along the focal
axis. The resolution is determined using the optical laws governing confocal microscopy
and mainly the diffraction pattern (see Webb, 1996). However, this implied that at least
100 sections had to be made of every meristem. Since this required an extensive exposure
of the tissue to the laser beam, we also tested the quality of the reconstruction when
less sections were taken (see also material and methods). This showed that up to 1µm
between the sections, the quality was still excellent (i.e. 91% of the surface could be
reconstructed). Above this value the errors rapidly increased. For example, at 1.8µm only
63% of the meristem surface could be digitised. In particular at the edge of the meristem
the individual cells were no longer clearly distinguishable. Nevertheless, even at a distance
of about 2µm the results were acceptable, in particular where the cells at the top of the
meristematic dome were concerned. In general, a distance between the sections of 1µm
appeared to be a good compromise.
After acquisition the images were further preprocessed to reduce background noise.
This consisted first in the application of a small Gaussian filter of radius between 1 and
5 pixels to smooth images, in particular to reduce the impact of isolated bright or dark
dots. In addition, a threshold was applied, removing all the pixels with a brightness less
than an empirically defined constant (we used 10 for images with 256 grey levels). This
was followed by a contrast optimisation to ensure that grey levels ranged from 0 to 255.
II.3.2 Step 3: Image segmentation: retrieval of geometry and
topology
From the stacks of sections, the geometry and the topology of the cells of the surface of
the meristem were extracted. In this context, geometry refers to the cell shapes, whereas
topology characterises the neighbourhood relationship (adjacency) between the cells.
The reconstruction of the surface was done in two phases: (i) a reconstruction of the
image of the meristem surface from the stack of images, (ii) definition of the topology and
geometry of the cells in 2D.
II.3.2.1 Reconstruction of the image
The aim was to produce an image of the meristem seen from the top. Since the meristem
is a dome with small bumps there is no structure that over shades other parts of the surface.
As a consequence the top view permits visualisation of the whole meristem surface. To
compute such a view, the parts corresponding to the meristem proper has to be separated
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Fig. II.1: Meristem surface reconstruction: general principle. The confocal
microscope produces a stack of serial sections of the observed meristem (a). The micro-
scope’s software allows a simple projection (b). In this projection, each pixel at position
(x, y) is given the highest value of all pixels at position (x, y) in the image stack. The
method described in this paper allows the reconstruction of the top view of the meristem
surface (d). It first makes the parts outside the meristem transparent, as shown in c. Then,
it constructs a top view of the stack of partly transparent images superposed on a black
background. As a result, the surface layer of the meristem can be clearly distinguished.
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from the background in each image of the stack (Figure II.1). This was achieved by making
the area surrounding the meristem transparent, using a so-called transparency mask (see
Supplementary material), while the image of the meristem proper was kept opaque. The
image of the meristem surface was finally obtained by looking at the stack of images
combined with their transparency mask from the top (Figure II.1). Note that, in Figure
II.1c, the masked images used intermediate levels of transparency. We found that this
allowed a better rendering of the surface image than with binary transparency without
loosing useful information (see Supplementary material).
To compute the transparency masks, we needed to separate the areas outside from the
areas inside the meristem. The problem was that they both contained black pixels. Figure
II.2a shows a typical image from a stack of sections. In this image, cell walls are very bright
while the cell interior and plant exterior are both dark. Fortunately, dark areas within the
plants were smaller than the black areas outside the plant. We exploited this structural
difference to fill in the smaller dark areas using the topological closure algorithm (see Serra
et Vincent, 1992; Heijmans et al., 1992; Vincent, 1992) and Figure 1 in Supplementary
material). This technique fills in gaps having a width smaller than a given threshold. This
allowed us to fill in the black pixels corresponding to the interior of the cells. Yet, in
our context, this approach had a major drawback: when a separated primordium was too
close to the meristem in an image (i.e. closer than the distance threshold, as shown by
the white arrow in image II.2b), the gap between them was filled in as well. To overcome
this limitation, we combined the topological closure with a segmentation technique called
watersheds (Figure II.2).
A grey scale image (Figure II.2a) can be interpreted as a height map (the higher the
intensity of the colour, the higher the point is, see Figure 2 in Supplementary material).
In such a ‘mountain’ map, the interior of every cell is a valley (or watershed) between
mountain chains. The dark area outside the meristem forms one or a few very large
valleys. A comprehensive definition and an efficient algorithm for watersheds as seen in
topology can be found in Vincent et Soille (1991).
After identification of the watersheds in the images (Figure II.2c), they were combined
with the topological closure. For this purpose all watersheds covering black pixels in the
topological closure image were identified. These were considered as being located outside
the meristem and subsequently eliminated (i.e. set to transparent).
As explained above, the images of the stack were superposed with their transparency
masks to reconstruct the top view of the meristem.
II.3.2.2 Definition of 2D geometry and topology
The goal of the reconstruction was to represent the geometry and the topology of the
cells in the L1 layer of the meristem. This was achieved with assistance of computer tools
specifically developed for this purpose.
Definition of vertices at wall intersection. Cell geometry was most easily defined
by identifying manually the points where the walls intersect. Usually, these so-called ver-
tices corresponded to points where three cells were in contact. Sometimes, however, four
cells were in contact or two vertices were apparently so close, that they could not be
distinguished. In this case we considered that four cells were in contact.
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Fig. II.2: Computation of the transparency mask. From the original grey scale
image (a) the topological closure is first computed. (b). This technique allows the iden-
tification of most of the areas outside the meristem (in black). The major problem with
this technique is that it can lead to the apparent connection between the meristem and
one of its primordia (white arrow). To correct this, the watersheds are computed. These
are shown in (c), where the watersheds are represented as areas with different colours.
The area outside the meristem can include several watersheds because of the background
noise. The two methods are then combined. Hereby, first all watersheds covering at least
one black pixel from the topological closure image are identified. These are considered to
be located outside the meristem and entirely set to transparent. The transparency of the
other parts is computed according to the topological closure (d).
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Fig. II.3:Geometrical and topological representations of the meristem. The
left image represents the reconstructed 2D meristem with the cell walls (i.e. the geometry).
The right image represents the centres of the same cells linked when they share a wall (i.e.
the topology).
Definition of cell geometry. We chose to represent the geometry of cells by polygons.
To define the polygons corresponding to the individual cells, the vertices had to be grouped
and ordered. The vertices of individual cells were first grouped manually. To avoid the
manual specification of order between vertices, a hypothesis regarding cell shape was
made so that the geometry of the cells could be directly inferred from the positions of the
vertices. We therefore made the assumption that cell polygons were star-shaped around
their centre of gravity. A geometric object is star-shaped around one point p if, for every
point p′ of the object, the straight segment [pp′] is entirely contained within the object.
So far, all observed cells could be considered as such.
Definition of cell topology. The groups of vertices corresponding to the cells were
then used to compute cell topology. Two cells are neighbours if they have at least one
vertex in common. The neighbourhood relationship was represented as a graph (Figure
II.3b), where nodes corresponded to cells, while the links between nodes represented the
adjacency between cells.
II.3.3 Step 4: Reconstruction in space (3D) and time (4D)
II.3.3.1 3D reconstruction
In step 3 the vertices were identified on a 2D projection (top view) of the dome. In
step 4, these vertices were located in the 3D space by identifying them in the original
stack of confocal images. Each vertex corresponded to a bright pixel (with coordinates
(x, y)) in the 2D top view. Its z coordinate was determined by identifying the section
of the stack intersecting the meristem surface with the coordinates (x, y). This section
is the highest one having a pixel at position (x, y) with a brightness close to the one of
the 2D projected surface image (Figure II.4). The brightness b of a point in the stack of
images was considered close to the brightness b′ of a point on the reconstructed projection
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Fig. II.4:Reconstruction of 3D surface of the meristem. The 3D reconstruction
of the surface was obtained using the original image stack, the reconstructed top view and
the topological and geometrical 2D reconstruction(a, for details see text). Once the z
coordinates identified, different types of information can be easily extracted, like the z
coordinates of the cell centres (b) or the number of neighbours of each cell (c). In (b) blue
stands for the lowest z, red for the highest and green for medium positions. In (c), cells
are colour coded according to the number of neighbouring cells (dark blue corresponds to
4 neighbours, blue to 5 neighbours, green to 6 neighbours, light green to 7 neighbours and
brown 8 neighbours).
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t t′ t′ t′
Fig. II.5: Steps in cell associations. The figure at the left represents the meristem at
time t while the three other figures represent the same meristem at time t′. The algorithm
identifies identical cells or mother cells and daughter cells at the two time points. The
colour is kept constant for a given cell lineage.
if b > αb′, where α is an experimental constant in ]0, 1] (in the current implementation
α = 0.75 gave excellent results).
II.3.3.2 Cell lineage identification
To analyse the dynamical behaviour of the tissue, meristems were observed at different
time points and the confocal data were used to reconstruct their surface in 3D. As outlined
above, these 3D reconstructions were defined as graphs representing both cell geometry
and topology. Cells and daughter cells were initially associated manually in the succes-
sive reconstructions. However, since this task was very time consuming we developed an
algorithm that semi-automatically followed the cell lineage in a meristem throughout time.
This program requires the manual association of one cell and one of its vertices in
the first reconstruction with the corresponding cell and one of its vertices in the second
reconstruction. It then goes from neighbouring cell to neighbouring cell, comparing cell
shapes and vertex numbers. The combination of these two criteria allows the identification
of most of the cells at successive time points and is able to recognises cell divisions. The
principle of the algorithm is given in material and methods in computing details are in
online material.
II.3.3.3 3D repositioning
Initially, every meristem was reconstructed in the reference system of the confocal
microscope (i.e. in the reference system of the stack of images). As the meristems were
taken out of the microscope and reinserted between two observations, we had to correct
for artefactual reorientation. For this purpose, we readjusted the position of the meristem
reconstruction for each new observation.
For this, we chose a reference system in which the tip of the meristem did not move and
in which there is no global rotation of the meristem. The meristem centre was determined
visually, based on morphological criteria, in particular with regard to the position of the
primordia. For simplicity, the reference system was the one of the microscope at time t0
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Fig. II.6: Speed field computed after 3D repositioning. Once the successive
reconstructions of a meristem are in the same reference system, it becomes possible to
compute the movement of the vertices in this reference system.
(i.e. the time of the first representation of the meristem). As the experimental conditions
and the microscope settings were supposed to remain constant through the different obser-
vations of a given meristem, the transformation between the microscope and the meristem
reference systems was at most the combination of a rotation and a translation. This trans-
formation was computed using a min-square algorithm (see Supplementary material for
details).
II.3.4 Step 5: Quantitative analysis
Since the reconstructions contain all the data regarding neihbourhood relationship,
absolute position of the vertices and polygon representing the cells, a range of quantitative
data can be easily extracted. Since a comprehensive analysis would be beyond the scope of
this technical advance article, only a few examples are given in Figure II.4 and Figure II.6
where z position, the number of neighbouring cells, and speed fields in single meristems
are given.
II.4 Discussion
To build up our software chain, we had to design and develop new algorithms. In
addition, existing algorithms were used and assembled to be adapted to the specificity
of our data (e.g. watersheds and filtering algorithms). As a consequence, a key issue
in the system design was to integrate all these algorithms within a common toolkit with
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flexible user interface. We chose to develop a software platform, based on a script language
(Python) for which many extension libraries in image processing and data analysis exist.
Dumais and Kwiatkowska used a similar approach to reconstruct and analyse the surface
of the meristem from resin replicas observed in the electron microscope. However, their
protocol for surface reconstruction was different from ours as it was based on stereo images
of entire meristems and not on serial sections. Therefore, their protocol is not applicable
to our data.
Haseloff and colleagues developed a software chain for the reconstruction of embryonic
tissues and root meristems (see website http://www.plantsci.cam.ac.uk/Haseloff/
Home.html) based on an existing image processing software. Their protocol allows for the
reconstruction of geometry and topology of cells in intact tissues. However, their protocol
requires a very high definition of the images, an optimal amount of sections and specific
stains to differentiate different parts of the cells (Haseloff, 2003). Therefore fixed material
and post-fixation treatments have to be used to improve the final image quality. The
images obtained from the living meristems using our method clearly did not have the
same resolution. This is not only because the staining method results in more background
noise, but also because the number of sections through the living meristems has to be
kept to a minimum. Therefore, we developed a different approach. It is true that our
method is comparatively time consuming. This disadvantage, however, is compensated by
an increased robustness.
An aspect that has not been considered in this study is the 3D rendering of internal
parts of the meristem. Even if the 3D geometry of cells can be approximated by 3D
polyhedrons, it is difficult to define the sides and vertices of the internal cells visually and
manually. With the aim of developing an automatic (or semi-automatic) algorithm we
made some preliminary studies on a completely automatic way to detect cells and extract
their geometry, but this turned out to be a very difficult task. The method proposed
by Haseloff and colleagues allows a semi-automatic reconstruction of the geometry and
topology of the cells. As pointed out above, however, the reconstruction algorithm works on
high resolution images of fixed material, which is, in principle, not applicable to our data.
By any means, this type of semi-automatic approaches requires the manual identification of
the cells, which is a time consuming task, in particular if time series of individual meristems
are to be studied. We therefore conclude that at this stage a comprehensive analysis of
cell shape dynamics in the internal parts of the meristem would require substantially more
work.
II.4.1 Sources of error
Once the 4D reconstructions have been obtained, it can be difficult to recognise, a
posteriori, artifacts that have occurred during the procedure and that can influence the
final analysis. It is therefore important to identify such potential sources of errors at the
moment they occur.
The first source of error is due to the confocal microscope itself. In first approximation,
the obtained image of the meristem is not the meristem itself but the meristem convoluted
by a function (called Point Spread Function). This function is governed by wave optics
and is the cause of the resolution limits of the microscope (Webb, 1996). These limits,
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in turn, cause a certain imprecision in the positioning of the vertices. The imprecision is
greater along the z axis (i.e. along the focal axis) compared to the x and y axis (i.e. in the
focal plane). The error in the focal plane can lead to an apparent merging of vertices that
are very close to each other. This subsequently results in the generation of reconstructions
where certain vertices are formed by four different cross walls. However, this only concerns
a limited number of cells and has not been a major source of artifacts. In more general
terms the errors generated by the resolution limits are well under the typical size of a cell,
and do not pose a major problem in the final quantitative analysis. A potentially important
source of error is a shape distortion of the objects due to optical aberrations or problems
with the scanning device. Fortunately, these can easily be identified by using fluorescent
beads with known size. A second problem along the z-axis is related to the thickness
of the sections and the distance between them, which can lead to a miss-localisation
of the vertices in the final reconstruction. In the case of one optical section every 2µm
(approximately), this error can be up to 1µm at worst.
II.4.2 Conclusion
Different methods are currently available to analyse the dynamics of a three dimen-
sional structure. Although the general approach is always the same, there does not seem
to be a single standardised method available that is immediately applicable to all objects.
As a consequence, the existing algorithms have to be adapted to the biological system
that is used. Here we have described a full protocol to analyse the growth and develop-
ment of the shoot apical meristem. The method is robust and gives access to a very wide
range of quantitative data. In more general terms, the type of analysis described here will
undoubtedly become more and more important in the future.
II.5 Material and methods
II.5.1 Plant culture and confocal microscopy
The plants were grown and observed essentially as described by Grandjean et al. (2004).
Seeds were sown on petri-dishes with a medium adapted for Arabidopsis (Hamant et al.,
2002). After 2 days at 4, the seeds on medium were put in growth chambers at 20 and
16h of light. For NPA treatment, 10-5 to 10-6M of NPA was added to the medium. As
soon as naked inflorescences had formed, the plants were transferred to medium without
inhibitor. As soon as these inflorescences started to generate new flower buds they were
examined with a Leica TCS-NT confocal laser scanning microscope (Leica, Heidelberg,
FRG) with an argon/krypton laser (Omnichrome, Chino, CA, USA) and a AOTF for
excitation. For this purpose, the meristems were embedded in a layer of low melting point
agarose (Sigma, St Louis, USA), the tip of the meristem being close to the bottom of
a WillCo-dish (WillCo Wells, Amsterdam, The Netherlands) with a glass bottom. Best
results were obtained when the meristems were embedded while the agarose was not
yet completely solid. The red vital dye FM4-64 (Molecular Probes Europe, Leiden, The
Netherlands) was used to visualise the cells. Medium scan (450 lines per second) images
(512×512 pixels) were generated using a long distance Leica 40×0.8NA water HCX APO
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Inter-slices space Surface coverage Missed vertices Phantom vertices
0.726µm 93.6% 75 18
1.089µm 91.6% 85 50
1.815µm 63.6% 283 19
Fig. II.7: Optimal amount of sections for reconstruction. The top left graphic
represents the reconstruction error (i.e. the distance between the vertices in the sub-optimal
reconstruction and the optimal one) in the z coordinate and in the (x, y) coordinates. These
two kinds of error were separated because they come from different reconstruction steps.
The error made seems a linear function of the distance between the sections. The graphic
shows the mean values (linked by a line) and the standard deviations.
The top right image represents an optimal reconstruction (white) and a reconstruction
made with sections at a distance of 1.815µm (in grey). Note that even at 1.815µm an
important part of the meristem can be studied.
The table presents quantification of structural errors (i.e. missing or added vertices in the
sub-optimal reconstructions) and the surface coverage for each tested intersection space.
Note that the optimal reconstruction includes 722 vertices.
L. The inflorescences were observed in an inverted microscope DM IRB (Leica, Heidelberg,
FRG). As a consequence, the plants were observed with their meristem down. As soon as
a stack of images was obtained on a particular meristem, the plant was put back in the
growth chamber, meristem up, to recover.
II.5.2 Quantification of errors.
Microscopy errors. Potential optical aberrations due to problems with the lenses or
with the scanning devices of the microscope can lead to important imprecision in the
quantification of cell size and shape. Since they cannot be evaluated on theoretical basis,
they have to be estimated experimentally. For this purpose, we replaced the meristems by
calibrated fluorescent spheres with a diameter 84µm. To distinguish between the errors
due to the lens and other factors, we also measured the spheres with another lens. This
showed that our equipment did not lead to significant distortions.
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Digitising errors. To evaluate the quality of the sub-optimal reconstructions, we com-
pared them to the optimal reconstruction using three different criteria: (i) the surface of the
meristem covered by the representation, (ii) the number of missed and added (‘phantom’)
vertices when compared to the optimal reconstruction. Finally, (iii) the mean distance
between corresponding vertices in the optimal and the suboptimal reconstructions were
calculated. The values computed for these criteria are given in Figure II.7.
II.5.3 Implementation
Only a very general description of the protocol and algorithms will be given here. The
process implied two different pieces of software developed especially for this purpose on
GNU/Linux. The first one is called Merryproj and is used to compute the projection of
the surface of the meristem. The second one is called Merrysim and is used to reconstruct
the 3D-meristem from the projection and perform further analysis.
The user interface of Merryproj was created using Python and the PyQt graphical
toolkit, but the algorithms were implemented in C++ and used to extend Python using
the Boost.Python library (http://www.boost.org/libs/python/index.html).
Merrysim was mainly created using C++ and Qt and embeds a Python interpreter to
perform analyses.
Both softwares are distributed under the terms of the GPL licence (http://www.gnu.
org/licenses/gpl.html) and are freely available at ftp://ftp.cirad.fr/pub/amap/
VirtualPlants/merrysim/. Moreover, all the details needed to implement the algorithms
are described in the supplementary materials.
II.5.4 Cell lineage algorithm
The algorithm starts from a single cell and tries to identify its neighbours in two
consecutive reconstructions of a meristem taken at time points t and t′ (t′ > t) as presented
in Figure II.8. At the each step, the algorithm needs the association of one cell C and
one of its vertices at time t, with the corresponding cell C ′ and one of its vertices at time
t′ (at the first step it is done manually). In case the cell C divided between t and t′, C ′
corresponds to the merged daughter cells of C (see Supplementary material). This implies
that the new vertices formed during division of C are ignored until the end of this step.
The algorithm next associates every vertex of C with the corresponding vertex of C ′.
This is achieved by the following manner. If there was no cell division of the neighbouring
cells, the mapping of the vertices of C on the vertices of C ′ is straightforward. Otherwise,
the algorithm localises in C ′ resulting from the divisions. This is illustrated in Figure II.8.
In this figure, there is one more vertex in C ′ than in C. To find out which vertex is new
in C ′, all the polygons created from C ′ by removing one vertex are compared to C. The
orange polygon in the figure is the one closest to C and the algorithm concludes that v′7
is the new vertex. To associate the vertices of C with the ones of C ′, the algorithm starts
from v1 which is known to be associated with v
′
1 and follows C and the orange polygon
in the same way, associating the vertices v2···6 with the vertices v′2···6 excluding v
′
7. The
neighbours of C are then associated with the neighbours of C ′ using the association of the
vertices (see Supplementary material). This then allows the algorithm to map the vertices
of C onto the corresponding ones of C ′.
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Fig. II.8: Identification of neighbouring cells. C and C ′ correspond to the same
cell in two successive representations of the same meristem at time points t and t′. v1
and v′1 correspond to the same vertex at the two time points. From this knowledge, the
algorithm tries to associate the neighbours of C with the ones of C ′. The association of
the vertices of C with the ones of C ′ is enough to associate the neighbours so that each
neighbour cn of C is associated with a neighbour c′m of C ′ if and only if c′m is either the
same cell as cn or a daughter-cell of cn. In this figure, there is one more vertex in C ′ than
in C. To find out which vertex is new in C ′, all the polygons created from C ′ by removing
one vertex are compared to C. The orange polygon in the figure is the one closest to C
and the algorithm concludes that v′7 is the new vertex.
The mapping of the vertices directly allows the association of the edges of the polygons
representing C and C ′. Since every edge also belongs to one and only one neighbouring
cell’s polygon, it is possible to associate the neighbouring cells of C with the neighbouring
cells of C ′. For each neighbour of C three cases can be distinguished: (1) the neighbouring
cell has not divided, (2) the neighbouring cell has divided such that a new vertex has
formed in C ′ (see Figure II.8 where c2 has divided into c′2 and c
′
3), (3) the neighbouring




In the first case the algorithm simply associates the neighbouring cell of C with the one
of C ′. In the second case, the algorithm detects the division thanks to the presence of the
new vertex. As a result the two daughter cells at t′ are associated with their mother cell at
t (c2 in Figure II.8). However in case 3 no new vertex has formed, and in our example only
c′4 will be associated with c4, and not c
′
5. As a consequence, in contrast to the two other
cases, this association is not complete as one of the daughter cell is missing. Since, based
only on the association of local vertices the algorithm cannot distinguish between complete
and incomplete cell associations, they all need further processing. To determine which ones
are complete, the algorithm uses a heuristic: a confidence score is computed for each cell
association, based on a comparison of their shapes (see Supplementary material), which
will be very different if a mother cell is compared to only one of its daughter cells. The
associations and their confidence scores are subsequently added to a global list containing
all undetermined associations. The heuristic then considers the association of the list with
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Fig. II.9: Topological closure principle. The topological closure of a grey scale
image (a) by a structuring element S (the black square with the white dot) is the com-
bination of two simpler operations: a topological growth and a topological erosion. A
structuring element, in this case a square, is positioned relative to a reference point (here
represented as a white dot). S can be placed anywhere on the image by means of the
reference point. Consider now a point p on which the reference point of the structuring
square S is placed. The topological growth (b) will set the intensity of p to the maxi-
mum intensity found in the area covered by S. After having applied this procedure to all
pixels, a topological erosion is carried out (c). This is the symmetric operation (i.e. setting
the intensity of p to the minimum intensity found in the area covered by S). In (d), the
topological closure is superimposed on the original image for comparison.
highest confidence score as complete. It is removed from the list and the algorithm starts




The transparency mask of an image defines the transparency of each pixel as a value
ranging from 0 (transparent) to 1 (opaque). It is usually called alpha mask or alpha
channel when it is included in the image itself (Porter et Duff (1984)).
The only operation involving transparency used in this article is the blending of an
image with a transparency mask and a background image (completely opaque). This ope-
ration is done pixel per pixel and channel per channel1. If α is the value of the transparency
of a pixel, v the value of the pixel in the image and v′ the value of pixel in the background,
then the pixel in the resulting image will have a value v′′ defined by:
v′′ = αv + (1− α)v′
1an image usually contains 3 channels: red, green and blue, but only one in case of a grey-scale image
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Fig. II.10: Watershed principle. Watersheds (WS) are used in grey-scale image seg-
mentation to find objects and their borders. A greyscale image can be represented as a
mountain map (a). In this map watersheds (catchment basins) can be detected by immer-
sing the landscape step by step into water via holes in the minima of the image. When the
waters caught by two different watersheds meet a dam is built to prevent them to join.
These dams form then the watershed lines, which should correspond to cell boundaries
(b).
Considering intermediate levels of transparency has two main advantages: first, it al-
lows smooth transitions from one section to the next. Second, it lowers the impact of the
dark regions on the final image, since they get a high transparency value. The final image
luminosity is thus improved.
II.6.2 Computation of a reference system attached to the me-
ristem
The position of the meristem in the reference system of the microscope changes between
two reconstructions. To compute geometric or kinetic data at the meristem scale, the
reconstruction of each observation of a given meristem should be made in a common
reference system, attached to this meristem.
In the growing meristem, one cannot identify fixed points throughout time which could
be used for defining such a reference system. Thus, we consider an arbitrary reference sys-
tem for the reconstruction of the first meristem observation in time. This reference system
will be used for all subsequent reconstructions of the meristem. To position these sub-
sequent reconstructions in this reference system, we define a criterion based on minimal
displacement of vertices. First, we assume that a central cell can be identified in each me-
ristem reconstruction. Second, we assume that there exists a mapping associating vertices
of at time t with vertices at time t′ (see section: cell lineage identification). Third, we
assume that between any two subsequent reconstructions this central cell does not move
in the common reference system and there is no global rotation around it.
M and M ′ denote two subsequent meristems. Let R0 be their common reference sys-
tem. Let {vi, i = 1 . . . n} and {v′i, i = 1 . . . n} be the sets of vertices of M and M ′ so that
for each i, vi is associated with v
′
i. We suppose that the reconstruction of M is expressed
in R0. We consider affine transforms A of M ′ preserving distances and oriented angles.
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Our goal is to find A∗, such that M ′′ = A∗(M ′) is close to M . More precisely, we want to










with eA(i) the local error for the associated vertices vi and v′i:
eA(i) = ‖vi −A(v′i)‖ (II.2)
where eA(i) defines the distance between a vertex vi in M and the transform of its
associated vertex v′i in M
′.
To ensure that the identified central cells, C and C ′, are at the same position in R0,
we add to the following condition on A∗ to equation II.1:
A∗(C ′) ≈ C
To respect this constraint, we modify the definition of the local error (equation II.2):
eA(i) =
1
‖vi − bC‖‖vi −A(v
′
i)‖ (II.3)
where bc is the centre of gravity of the central cell c.
This increases the contribution in the global error of the local errors on the central cell
vertices. This thus ensures small displacement of the central cell, ideally corresponding
only to the growth of the cell itself. Besides, this definition compensates also for the large
displacements of vertices as they get farther from the central cell.
Numerical resolution Transformations in 3D space are described using homogeneous
coordinate systems. This allows the expression of all kind of affine transforms uniformly,
including translations. In a 3D homogeneous coordinate systems, points are defines by 4D
vectors V = [xh, yh, zh, h] corresponding to 3D vectors v = [xh/h, yh/h, zh/h] if h 6= 0. In
this coordinate system, every affine transform can be described as a 4x4 matrix. A linear
application A preserving distances and oriented angles can be defined by the composition
of a translation of vector ~T = [Tx, Ty, Tz] and a rotation, defined by the angle vector
~R = (α, β, γ). It can thus be described by a matrix A~T , ~R:
A~T , ~R =

cos β cosα cos β sinα − sin β Tx
sin γ sin β cosα− cos γ sinα cos γ cosα+ sin γ sin β sinα sin γ cos β Ty
sin γ sinα+ cos γ sin β cosα cos γ sin β sinα− sin γ cosα cos γ cos β Tz
0 0 0 1

The image V ′′ of a vertex V ′ by the transformation A~T , ~R is given by :
V ′′ = A~T , ~RV
′
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Fig. II.11: Properties of vertices ordering for polygons.
Equation II.3 can be rewritten as a matrix expression:
eA~T , ~R(i) =
1
‖Vi −BC‖‖Vi − A~T , ~RV
′
i ‖
To solve the minimisation problem (equation II.1), we used an approximation method
based on a min-square algorithm (see Marquardt (1963))2.
II.6.3 Computational details of the cell lineage algorithm
Notations The next algorithms will use a common set of notations and conventions
(see figure II.11).
– They all process two reconstructionsM andM ′ of the same meristem at time points
t and t′ with t < t′.
– Each meristem reconstruction is described as a graph whose vertices are the cells
and the edges the neighbourhood relationship between cells.
– Each cell C is described by a polygon p and a position bC . The polygon represents
the geometry of the cell and the position is the centre of gravity of this polygon.
– The polygons are star-shaped around their centre of gravity.
– Each polygon p is described as an ordered list of n vertices denoted {vi}1≤i≤n.
– The ordered list of vertices describing the polygons is cyclic. Thus:
– We more generally define: vkn+i = vi ∀k ∈ Z ,∀i ∈ {1, · · · , n}
– Two ordered list differing only by a rotation of their elements define the same
polygon: for all i ∈ {2, · · · , n}, {v1, · · · , vn} and {vi, · · · , vn, v1, · · · vi−1} denote
the same polygon.







This is possible because the polygons are star-shaped around bC .
This section presents the computational details of the cell lineage algorithm needed to
implement it properly.
2We used the implementation proposed in SciPy (see Jones et al. (2001)), which is a wrapper around
MINPACK’s algorithms (see More´ et al. (1980)).
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Fig. II.12: Distortion measure for 4D algorithm. This figure represents the mea-
sure of the local distance between the polygon p (in plain line) and p′ (in dash line) at
point i. In the figure, polygon p′ was rotated so that [vivi−1] and [v′iv
′
i−1] are aligned
and translated so that vi and v′i are at the same position. The local distance is given by:
di = d+i + d
−
i
Confidence score The confidence score S of an association of cells is defined as the
inverse of a metric d on the sets of polygons3:
S(C,C ′) = 1/d(p, p′)
with S(C,C ′) = 0 if d(p, p′) =∞ and S(C,C ′) =∞ if d(p, p′) = 0.
We want the distance to be independent of the relative position of the polygons and of
a possible rotation between them. It should also reflect the “intuitive” notion of difference
between two polygons. Thus, the confidence score of the association of a cell C with a
cell C ′, with their geometry being respectively represented by the polygons p and p′, is
defined as:
Therefore, if two polygons p and p′ have exactly the same shape d(p, p′) = 0, even if
their position and orientation are different.
If the polygons have not the same number of vertices, we set the distance to infinity (in
this algorithm, cell comparison is meaningful only when they do have the same number
of vertices).
The distance d is computed between the polygons p and p′ whose vertices are respec-
tively {vi}1≤i≤n, and {v′i}1≤i≤n′ . The ordered lists are rotated so that each vertex vi of
polygon p is associated with vertex v′i of polygon p
′.
For each polygon p, let us call ki, the corner of polygon p at point i, ki = (vi−1, vi, vi+1).
We define a local distance between p and p′ at point i, di(p, p′), quantifying the difference
between corner ki in polygon p and k
′
i in polygon p
′. This difference will be expressed as
the sum of two terms, corresponding to the edge difference before and after the point i.
Formally, the local distance di(p, p
′) is defined by:
di(p, p
′) = d−i (p, p
′) + d+i (p, p
′)
3In this paragraph, no particular assumption is made on the nature of the polygons
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where
d−i (p, p
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i, and Vi = ‖
−→
Vi‖.
Note that if two polygons have identical corners at point i, di(p, p
′) = 0. The geometric
interpretation of this local distance is given in Figure II.12.









Identification of new vertices in one cell. In case of cell division in the neighbour
cells of a cell C, new vertices can appear on the polygon defining the geometry of C. The
cell lineage algorithm attempts to identify these new vertices in order to detect the cell
divisions. The identification of new vertices is done for one cell C at time t associated
with a cell C ′ at time t′.
Let us first assume that one vertex v1 of the cell C is already associated with one
vertex v′1 of the cell C
′. Let n be the number of vertices of C and n′ the number of vertices
of C ′. Depending on ∆ = n′ − n, the algorithm distinguishes three cases:
(i) ∆ > 0 : There are ∆ new vertices in cell C ′
(ii) ∆ = 0 : There isn’t any new vertex in cell C ′
(iii) ∆ < 0 : This should not happen and denotes either an error in the meristem acqui-
sition (vertices cannot disappear) or in the previous cell associations, or, a wrong
hypothesis made for the delicate handling of 4-connected vertices (see below).
In case (i), to identify these new vertices, the algorithm evaluates all the confidence
scores (see above) between the cell C and the cell C ′ where ∆ vertices are removed. Note
that, removing vertices from a cell simply comes down to removing them from the ordered





possible ways to remove these ∆ vertices in C ′
are explored. In practical situations, since ∆ is not greater than 3, this process takes a time
proportional to n′3. The algorithm relies on the assumption that the highest confidence
score is obtained when the actual ∆ new vertices are removed from C ′.
In case (ii), there is no new vertex to identify.
In case (iii), the new vertex identification procedure stops and reports an error.
Let us now assume thatm vertices of C are already associated with vertices of C ′ (Note
that m < n and m < n′). We denote {vik}1≤k≤m the vertices of C associated with the
vertices {v′jk}1≤k≤m so that vik is associated with v′jk (Note that for all k we have 1 ≤ ik ≤ n
and 1 ≤ jk ≤ n′). For convenience, we choose the indices so that 1 = i1 < · · · < im < n+1
and 1 = j1 < · · · < jm < n′ + 1 and, to take into account the cycling nature of polygons,
we define for all l ∈ Z : ik+lm = ik + ln and jk+lm′ = ik + ln′ with k ∈ {1, · · · ,m}.
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Fig. II.13: Example of cells merging. To merge cells C1 and C2, the algorithm
removes the inner edges (dotted lines) and the 3-connected vertices of these edges. For
each removed vertex, the algorithm links the vertex before in one cell with the vertex after
of the other cell. As a result a closed polygon describing the merged cells is obtained. At
the end, from a cell with 6 vertices and a cell with 7 vertices, the algorithm obtains a
merged cell with 9 vertices.
In that case, the algorithm will look for new vertices between each (vik , vik+1) and
not in the whole cell at once. Let us note δk = ik+1 − ik and δ′k = jk+1 − jk. Then we
note ∆k = δ
′
k − δk. There are new vertices between v′jk and v′jk+1 if and only if ∆k > 0.
The existence of k so that ∆k < 0, is equivalent to the case (iii) (i.e. ∆ < 0) with the
previous assumption. The actual new vertices are found as in the previous case, comparing
polygons. However, this decreases the combinatorial complexity by limiting the number
of possible positions for the position of the new vertices.
Handling of 4-connected vertices. In some cases, two vertices can be so close that
they cannot be distinguished during acquisition. In that case, the reconstruction shows a
vertex with four neighbour vertices, called a 4-connected vertex.
Until now, the described algorithm did not take into account the 4-connected vertices.
These vertices may appear in three different configurations. First, two 3-connected vertices
at time t can merge into a 4-connected vertex at time t′; second, one 4-connected vertex
at time t can split into two 3-connected vertices at time t′; and third, a 4-connected vertex
at time t can remain a 4-connected vertex at time t′. Therefore, a 4-connected vertex in a
cell C (resp. C ′) can be associated with either one or two vertices in the cell C ′ (resp. C).
When 4-connected vertices are encountered during the identification of new vertices (see
above), it is a priori not possible to identify which of these two associations is the actual
one. Both of them are thus systematically explored. The complexity of the algorithm is
thus multiplied by 2p, where p is the number of 4-connected vertices in both cells. Note
that there are usually no more than 2-3 four-way vertices in the same cell and a limited
of cells containing such vertices, leading to a reasonably bounded complexity.
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Daughter cells merging When a cell at time t is associated with several cells at time
t′, the algorithm first merges the daughter cells to handle them as a single cell.
From the set of daughter cells, the merging process creates a new cell, deleting the
inner edges and their vertices, except for the 4-connected vertices of the periphery that
are always kept in the final cell (see Figure II.13).
The merging algorithm proceeds as follows:
input: the list of polygons4 corresponding to the daughter cells and the set of 4-
connected vertices.
output: the polygon corresponding to the merged cell.
The algorithm operates in 6 steps:
1. Create the set of all the edges of all the polygons in the form (vi, vi+1).
2. For each edge (vi, vj) for which (vj, vi) is also in the set of edges, mark (vi, vj), vi
and vj for removal.
3. Remove all the marked edges.
4. Create a dictionary associating, for each remaining edge (vi, vj), vi with vj.
5. Create an empty polygon (i.e. an empty list of vertices).
6. Starting from a vertex from the perimeter not marked for removal, retrieve from the
dictionary its associated vertex. Add this vertex to the polygon in construction if it
is not marked for removal or if it is in the set of 4-connected vertices.
4Polygons are described an ordered lists of vertices such that any edge (vi, vj) of a polygon is the edge
(vj , vi) of its neighbour.
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Chapitre III
Mode`le de transport d’auxine dans
le me´riste`me
III.1 Re´sume´ de l’article
Le transport actif de l’auxine, une hormone ve´ge´tale, joue un roˆle majeur dans l’initia-
tion des organes au niveau de l’apex caulinaire. Des prote´ines membranaire de la famille
PIN facilitent ce transport (Vogler et Kuhlemeier, 2003; Galweiler et al., 1998) et de
re´centes observations sugge`rent que les maxima d’auxine cre´e´s par ces prote´ines sont a`
l’origine de l’initiation des organes (Reinhardt et al., 2003b; Vernoux et al., 2000). Cette
hypothe`se est base´e sur une caracte´risation qualitative purement visuelle de la re´partition
de la prote´ine PIN1 dans l’apex d’Arabidopsis. Aussi, pour pousser plus loins ces analyses,
nous e´tudions les proprie´te´s de cette re´partition en utilisant les outils informatique pour
la mode´lisation. Les simulations re´ve`lent de nouvelles proprie´te´s des distribution de PIN1.
En particulier, elles sugge`rent que le sommet du me´riste`me joue un roˆle important dans
la distribution de l’auxine. Nous confirmons ces pre´dictions par de nouvelles expe´riences
et proposons un mode`le pour la dynamique des flux d’auxine dans l’apex caulinaire.
Les auteurs de l’article sont, dans l’ordre : Pierre Barbier de Reuille, Isabelle Bohn-
Courseau, Karin Ljung, Halima Morin, Nicola Carraro, Christophe Godin et Jan Traas.
Ma participation concerne les aspects mode`les et e´tudes nume´riques.
Cet article a e´te´ accepte´ a` Proceedings of the National Academy of Science of the USA
en De´cembre 2005.
III.2 Introduction
There is strong evidence that active auxin transport, generated by influx and eﬄux
carriers, creates patterns of auxin distribution at the shoot apex. This distribution is, in
turn, interpreted in terms of differential growth and cell differentiation (Vernoux et al.,
2000; Reinhardt et al., 2003b; Benkova et al., 2003). In Arabidopsis, AUX1, a putative
influx transporter (Bennett et al., 1996), is mainly located in the surface layer (L1) of the
shoot apical meristem (Figure III.1A ; Reinhardt et al., 2003b). Since the protein seems
to be homogeneously distributed in plasma-membranes of the individual cells, it has been
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Fig. III.1: Models for auxin transport in the shoot apical meristem.
(A) The putative auxin influx carrier AUX1, represented in black, is homogeneously dis-
tributed on the cell membranes of the surface layer of the meristem, while the putative
auxin eﬄux carrier PIN1 localization, represented in gray, seems to be polarized. As pro-
posed by Reinhardt et al. (2003b), AUX1 would concentrate auxin in the surface layer
(black arrows) and PIN1 would direct auxin fluxes (gray arrows) within these layers.
(B) In provascular tissues (*) in young primordia, PIN1 is oriented downwards, evacuating
the auxin from the meristem surface (black arrows) to deeper tissues. Consequently, the
primordia act as auxin sinks.
proposed that AUX1 restricts auxin to these layers. The eﬄux facilitator PIN1 is also lo-
calized in the surface layers of the meristem, but in contrast to AUX1 it is often localized
on certain anticlinal sides of the cells only. Since neighboring cells often show coherent
PIN1 positioning, it was proposed that PIN1 is responsible for directed hormone flows
within the meristem L1 layer (Figure III.1A). In particular, careful immunological stu-
dies have revealed that the membranes carrying PIN1 are preferentially oriented towards
the incipient primordia, suggesting auxin transport towards the young organs (Reinhardt
et al., 2003b; Benkova et al., 2003).
Together the observations so far suggest a dynamic scenario where auxin is transported
to the meristem from basally localized tissues via the L1 layer. In the meristem proper,
auxin is redistributed and accumulates at particular sites where it will induce the initiation
of new organs. This accumulation subsequently leads to the activation of transport in the
provascular tissues causing an inward directed flow (Figure III.1B, our own non-published
results). The young organ is thus transformed into an auxin sink, which depletes its
surroundings from auxin and prevents the formation of new primordia in its vicinity.
Although this scenario is relatively straightforward, the previous observations leave a
number of questions open. First, it is not clear at all, why auxin should start to accumulate
at the site where a primordium will be initiated. Second, the immunolabelings reveal a
very complex distribution of PIN1 proteins (Figure III.2). As a result the interpretation
of these patterns in terms of cell-cell interaction networks and, more specifically, in terms
of auxin distribution remains extremely difficult.
To address these questions, we developed computational modeling tools that allowed
us to uncover novel aspects of the cell-cell interaction network and to predict auxin fluxes






Fig. III.2:PIN1 immunolocalization inArabidopsis shoot apical meristems
(Vitha et al., 1997).
(A) Global view of an anti-PIN1 immunolabeling on a meristem cross section. PIN1 is
localized on the membrane and polarized in most cells. Patterns are complex. Bar, 20µm.
(B) In the peripheral zone of the meristem, concentric PIN1 orientations around young
primordia (asterisks) are observed. The patterns suggest that the cells orient towards a
single central cell of the primordium.
(C) In boundaries between the meristem and the primordium, cell polarities in opposing
directions are observed (arrows).
(D) At the meristem summit, PIN1 localization is variable and does not seem to show
any particular organization. Bars, 10µm.
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III.3 Material and methods
III.3.1 Immunolabeling of PIN1 protein
After embedding, the meristems were sectioned perpendicular to the main stems with
a thickness of 12−15µm. After labeling with anti-PIN1, the physical sections were viewed
in the confocal microscope to obtain an optimal image of the labeling patterns. In some
cases, a single section was sufficient to cover the entire dome of the meristem. In other
cases, the patterns of two successive sections were combined to cover the dome.
Anti-PIN1 Based on the sequence of AtPIN1 (gene At1g73590), one potentially antige-
nic peptide sequence (GPTPRPSNYEEDGGPA) was selected in the large intra-cytosolic
loop domain of AtPIN1 and used to produce antibodies (made by Eurogentec, Seraing,
Belgium). This antibody recognizes PIN1, since no labeling is seen at the surface of the
meristem in the pin1 mutant. More detailed characterization of the antibody will be pre-
sented elsewhere. After immunostaining, the sections were viewed in a Leica confocal
microscope to guarantee an optimal representation of the labeling patterns.
III.3.2 Gas chromatography and mass spectrometry (GCMS)
For GCMS, the plant tissue was collected in a 1.5 ml micro centrifuge tube and imme-
diately frozen in liquid nitrogen. 0.5 ml cold 0.05 M phosphate buffer (pH 7.0) containing
0.02% sodium diethyldithiocarbamic acid (antioxidant) was added to the tube, together
with 13C6-IAA (Cambridge Isotope Laboratories, MA, USA) internal standard (50 pg/mg
tissue) and a 3 mm tungsten-carbide bead. The sample was homogenized at 30 Hz in a
vibration mill (Retsch MM 301, Haan, Germany) for 3 min, and then extracted under
continuous shaking for 15 min at +4°C. After extraction, the pH was adjusted to 2.7 with
1 M HCl. Purification was performed using solid phase extraction on a 50 mg BondElut-
C18 column (Varian, Middelburg, The Netherlands). The column was conditioned with
1 ml methanol, followed by 1 ml 1% acetic acid. After application of the sample, the co-
lumn was washed with 1 ml 10% methanol in 1% acetic acid. The column was eluted with
1 ml methanol and the sample was then evaporated to dryness. 0.2 ml 2-propanol and
0.5 ml dichloromethane was added to the sample, followed by 5 µL 2 M trimethylsilyl-
diazomethane in hexane (Sigma-Aldrich, MO, USA). The sample was incubated in room
temperature for 30 minutes, and excess diazomethane was then destroyed by adding 5 µL
2 M acetic acid in hexane. After evaporation to dryness, the sample was trimethylsilylated
and analyzed by GC-SRM-MS as described.
III.3.3 Modeling tools
To interpret the labeling patterns in terms of putative auxin distribution, we developed
a method relying on the simulation of auxin fluxes on digitized meristems.
Briefly, the method involves the following steps (Figure III.3A-G). First the mem-
branes of the individual cells are identified on the images of immunolabeled sections. This
information is used to reconstruct a graph where the nodes represent the cells and every
cell is connected to its neighbors. These connections are used to simulate auxin diffusion
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from cell to cell. A second type of connections is used to simulate active auxin transport.
For this purpose, the cells are also connected via the membranes carrying PIN1 labeling.
The latter connections are oriented (represented as arrows in figure III.3D-E) to take into
account the direction of PIN1 mediated eﬄux. Using these maps of interconnected cells,
we simulated auxin transport applying a set of rules based on observations and hypotheses
mostly taken from the literature (for a detailed description see supporting information).
To test the robustness of the auxin distribution patterns, we performed a range of
tests in which only one parameter was modified at the time (specified in supporting in-
formation). For each test, the non-varying parameters were set to values intermediate
between those having extreme effects on the simulation. The results in particular showed
that the patterns were qualitatively insensitive to major changes in diffusion and trans-
port rates. At constant transport strength, the results were qualitatively equivalent for a
thirteen-fold increase in diffusion rates. Conversely at constant diffusion rate the results
were qualitatively equivalent for a fivefold increase in transport strength. The patterns
should, therefore, be considered as robust.
In a minority of the cells, the immunolabeling was not clear enough to assert the
polarity or even the presence of the PIN-protein. Therefore, we classified the different
connections into four categories with decreasing confidence level: strong signal (i), strong
but unpolarized signal (ii), weak but polarized signal (iii), and weak and unpolarized signal
(iv). We next performed the simulations removing the connections ii - iv. As the resulting
patterns were not significantly different, we only considered the labeled membranes with
the highest confidence level (for details see supporting information).
III.4 Results
III.4.1 Simulation of auxin fluxes
The auxin transport through the network of interconnected cells is modeled using this
set of hypotheses:
(i) Auxin passively diffuses via all membranes and is actively transported via oriented
connections (Vogler et Kuhlemeier, 2003; Galweiler et al., 1998; Reinhardt et al.,
2000, 2003b; Vernoux et al., 2000; Benkova et al., 2003; Bennett et al., 1996).
(ii) Auxin is restricted to the L1 layer by AUX1 and enters the meristem from the
meristem border via the eﬄux facilitator (Reinhardt et al., 2003b).
(iii) Auxin is evacuated via the L1 cells that are in contact with provascular strands
characterized by PIN1 labeling in deeper layers (Figure III.3G ; Vernoux et al., 2000;
Reinhardt et al., 2003b). Longitudinal sections show that these provascular strands
are about three cells wide (not shown). Therefore a circular area of three cells wide
is designated to evacuate auxin at the position of each provascular strand on the
images. They are defined here as ‘Primordia’ (P-1, P-2, . . . , P-1 being the nearest
to the meristem summit) and behave as auxin sinks.
(iv) The simulation algorithm continues to distribute the virtual auxin in the system
until the auxin distribution gets stationary. This is to take into account that the
establishment of auxin distribution is a fast process, much faster than growth and cell























Fig. III.3: From PIN1 immunolabeling to auxin fluxes simulation.
(A) A transverse section showing PIN-labeling. The rectangle indicates the detail shown
in (B). Merrysim (see supporting information) is used to capture the cell shapes and the
PIN1 localization in each cell.
(C) All cell vertices (spots) are manually positioned. The vertices of each cell are subse-
quently grouped.
(D) Cells are manually connected to each other if and only if there is a PIN1 labeling on
the membrane between them (arrows). The connection is oriented in the way of supposed
PIN1-mediated eﬄux.
(E) The result is a network of cell interactions.
(F and G) Anti-PIN1 immunolabeling on two successive transverse sections of another
meristem. In (G), the labeling of the provascular strands at the level of P1 and P2 can
be clearly distinguished. At these positions, called the primordium centers, auxin will be
evacuated in the simulations.
(H and I). Results of the simulated auxin fluxes in meristems shown in (A) and (F). The
position of the primordium centers visible on the original images are marked by green and
blue dots. Virtual auxin is injected via the black dots surrounding the meristems. The
quantity of virtual auxin per cell is proportional to the red intensity. Auxin accumulates
where young primordia are being formed but also at the meristem summit. Moreover, the
auxin maximum at the meristem summit protrudes toward the initium I-1 (gray circle).
Bars, 20µm.
proliferation (Reinhardt et al., 2003b). Therefore, in a normally growing meristem,
auxin distribution is likely to be near the equilibrium at all times.
(v) Cells cannot accumulate auxin indefinitely. We modeled this constraint using a sa-
turation level, above which the cells no longer accept auxin influx. Simulations tests
showed that this was not very different from the situation where, at high level of
accumulation, auxin diffusion overcomes active transport (see supporting informa-
tion).
(vi) Auxin is degraded at a constant rate in each cell. Situations with different degrada-
tion levels were tested, including no degradation at all.
Ten meristems that were precisely sectioned in a plane transverse to the stem were
immunolabeled (Vitha et al., 1997) using a PIN antibody. Subsequently the corresponding
images were used to extract connection maps. When the 6 rules mentioned above were
applied to these maps (for technical details see supporting information), virtual auxin
accumulated at the sites where young primordia were being formed (Figure III.3H-I).
This property of the PIN1 network could be expected from the visual inspection of the
immunolabelings. However, the simulations also showed a strong accumulation of virtual
auxin in a domain covering the meristem summit, a property not obvious from visual
inspection only. In all meristems tested, the central zone of accumulation also locally
extended further to the periphery. Interestingly, this peripheral protrusion corresponded
precisely to the site where the organ founder cells of the next primordium (called here
initium-1 or I-1) were expected. Extensive tests shown that patterns were robust, relatively
insensitive to even major changes in the parameters (see supporting information).
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III.4.2 Auxin at the meristem summit
An unexpected simulation result was that the meristem summit accumulated auxin,
suggesting a role for this domain in hormone distribution. Since previous studies only
indicated a minor role for the meristem summit in this respect (Reinhardt et al., 2003a),
we next tested this prediction in planta. We first analyzed plants expressing GFP under
control of pDR5, a synthetic promoter that is sensitive to auxin and that has been used
to estimate relative hormone threshold levels in different tissues (Benkova et al., 2003).
As expected, GFP was strongly expressed in the future organ primordia, even at very
early stages of initiation i.e. at the level of I-1, just next to the meristem summit (Figure
III.4A; see also Benkova et al., 2003). As a consequence, this pattern fully coincided
with those predicted by the simulations. However, in contrast to what could be expected
from the simulations, GFP was not, or very weakly, expressed in the meristem summit.
Therefore, either the summit contained little or no auxin, or pDR5 was insensitive to
auxin in the meristem summit. To distinguish between these two possibilities, we treated
young in vitro grown plants (Grandjean et al., 2004) expressing pDR5::GFP with auxin in
absence or presence of the auxin transport inhibitor NPA. The presence of 10−5M auxin
and 10−5M NPA caused an important increase in the amount of pDR5::GFP expressing
cells. However, the meristem summit never showed any increase in GFP activity, even
in meristems where the entire periphery had activated the marker (Figure III.4B-E). We
concluded that, as judged by pDR5 activity, the central domain of the meristem was
auxin-insensitive.
The observed insensitivity did not provide any information on the actual amount of
auxin present in this domain. To address this issue, we used a monoclonal antibody direc-
ted against auxin to define local differences in auxin concentrations (Avsian-Kretchmer
et al., 2002, ; Monoclonal IAA antibody (Agdia, Elkart, Indiana, USA)). This showed a
weak, but consistent labeling pattern, with an obvious maximum at the meristem summit
(Figure III.4F-G).
To provide additional evidence that auxin did accumulate in the central part of the me-
ristem, we extended our analysis to gas chromatography and mass spectrometry (GCMS,
Ljung et al., 2001; Edlund et al., 1995). Since a normal wild-type meristem was too small
to perform this type of analysis, we decided to use the clavata3 (clv3) mutant. This mu-
tant lacks a signaling peptide (CLV3) that is required to keep the central part of the
meristem within certain size limits (Clark, 2001; Laux, 2003). If this peptide is absent,
the central domain continues to grow, until it is several millimeters wide (Figure III.5A).
To confirm that the central domain of the clv3 meristem behaved like a normal wild-type
meristem summit with regard to auxin sensitivity, we crossed the pDR5::GFP marker into
the mutant background. In the enlarged dome of the mutant, we could only observe GFP
fluorescence at the very periphery, close to the site of organ initiation (Figure III.5B-C). To
determine whether the clv3 summit did contain auxin or not, we next performed GCMS.
For this purpose we measured the auxin contents in apices containing the SAM and young
flower buds of clv3 mutants. In addition, samples containing only cells coming from the
enlarged meristematic summit of the clv3 mutant were taken. The results (Figure III.5D)
showed that the samples enriched in central zone cells contained active IAA, and were
even enriched in hormone. Thus, the hypothesis that the central domain of the meristem






Fig. III.4: Localization of auxin in Arabidopsis shoot apical meristems.
(A to E) Spatial pattern of pDR5::GFP expression in shoot apical meristems under dif-
ferent conditions.
(A) Untreated meristem. (B and C) Treatment of a meristem with 10−5 M IAA during 22
hours. 10−5 M NPA (auxin transport inhibitor) was added to keep auxin in the meristem
(B: t=0h, C: t=22h). (D and E) Treatment of a meristem with 10−5 M of the synthetic
auxin 2,4 D during 22 hours (D: t=0h, E: t=22h). The pDR5::GFP expressing domain
covers a larger part of the periphery after the treatment with IAA-NPA or 2,4 D but the
summit of the meristem remains unlabeled.
(F and G) Immunolocalization of IAA in shoot apical meristems (Thomas et al., 2002;
Moctezuma et Lewis, 1999). The presence of labeling is characterized by a purple/brown
signal.
(F) Cross section of a wild-type meristem; showing labeling at the meristem summit (arrow
head). (G) Longitudinal section of a wild-type meristem also showing labeling at the
meristem summit.
Bars, 20µm.




































Fig. III.5: Quantification of IAA in the central part of the clv3 meristems.
(A) Schematic descriptions of wild-type and clv3 meristems illustrating the enlarged cen-
tral zone in clv3 (CD: central domain). The green area represents the periphery domain
(PD) where pDR5::GFP can be expressed.
(B and C) Pattern of pDR5::GFP expression in clv3 meristems. (B) Global view of a full
projection showing that pDR5 activity is limited to the meristem periphery, with several
maxima where the next primordia will be formed. (C) Detail of a meristem. Bars, 50µm.
(D) Results of IAA quantification with GCMS in clv3 meristems. Samples included the
young apex (CD+PD+young primordia) or the central domain (CD) only. For each class,
the quantification was performed on 4 different samples (4 colors), each sample containing
several meristems. The quantification shows that the central domain of clv3 meristems
contains IAA.
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and the auxin immunolabeling, was further confirmed using the IAA quantification in the
clv3 mutant.
III.4.3 Further simulation to test the role of auxin at the summit
What could be the function of IAA in the central domain of the meristem? To address
this question, we performed additional simulations. These simulations were based on the
same rules as before, but in addition the model was instructed to degrade auxin at the
meristem summit. In all meristems tested, this additional instruction not only removed
the auxin maximum from the meristem summit, but also the maximum at the level of the
I-1 initium (Figure III.6A-B). By contrast, the maxima around the formed primordia were
maintained. The results, therefore, suggest that the meristem summit plays an essential
role in the creation of novel auxin maxima at the site of the organ primordium founder
cells.
III.5 Discussion
Together, the simulations and subsequent experiments lead to a model, in which auxin
coming from the periphery is transported into the central zone of the meristem. At a
certain level of accumulation, auxin can no longer freely enter the meristem summit and
because new auxin is arriving constantly, the hormone will accumulate at the site where
the fluxes towards the summit are the most abundant. In a way, this would be analogous
to a “traffic jam” at the entry of the meristem. Our simulations predict that this site
corresponds precisely to the I-1 area, i.e. the zone where the inter-primordium distance is
the largest (Figure III.7).
The results might seem in contradiction with elegant experiments where the tomato
meristem summit was ablated using a laser (Reinhardt et al., 2003a). In this case, no
modification in organ positioning was observed, at least for a period of up to 4-5 plas-
tochrones, suggesting that the meristem center did not play an important role in organ
positioning. To clarify this issue we performed additional simulations, where all cells from
the meristem center were removed (Figure III.6C). Interestingly, this did not have an effect
on the accumulation of auxin at I-1 in the model. In this context, it should be noted that
an ablated meristem center is analogous to a center which no longer accepts auxin. As a
consequence, it would also cause an accumulation of auxin at the site where the fluxes are
most abundant. Our results are, therefore fully compatible with the experimental evidence
and provide an alternative explanation.
In conclusion, our results reveal a robust network of cell interactions which is sufficient
to generate auxin distribution patterns consistent the observed organ positions (Lyndon,
1998). In addition they suggest a role for the meristem summit in organ positioning. The
next, challenging step will now be to understand how the PIN1 proteins themselves are
oriented. It is tempting to propose a model where the auxin gradients and fluxes themselves
are at the basis of the patterns of cell polarity (Mitchison, 1981). At this stage, however,
there is no evidence that the small gradients and fluxes that exist at the level of one cell
will be sufficient to generate specific cell polarities. By any means, it will not only be
important to identify cellular mechanisms leading to polar localization of PIN1, but we
















Fig. III.6: Testing the importance of auxin accumulation at the meristem
summit.
(A) Simulation of auxin distribution using the standard parameter set (i.e. there are no
special instructions for the meristem summit and auxin is evacuated only via the primordia
P-1, P-2 and P-3).
(B) Simulation of auxin distribution in the same meristem, but this time the auxin arriving
at the summit is immediately degraded. As a result, the maximum at the initium I-1 has
disappeared.
(C) Simulation of auxin distribution in the same meristem, but this time, the meristem
summit was removed. We defined this summit using the auxin accumulation zone. The

























Fig. III.7: Auxin fluxes and primordium initiation.
(A, B and C) Auxin pathways inferred from a simulation (see supporting information).
The color intensity in each cell is proportional to the contribution of this cell to auxin
accumulation in the chosen zone (black: no contribution). The different zones are indicated
as groups of colored dots.
(A) Auxin reaches the summit (gray dots) via corridors between primordia. The most
important flux is between P-2 and P-3. I-1 is located at the limit of the summit and the
most important flux towards the summit.
(B) The initium I-1 (yellow dots) is mainly filled by auxin coming from the periphery. PIN
patterns suggest that the center contributes little.
(C) All three primordia receive auxin from the periphery. P-1 (red dots) and P-2 (blue
dots) receive also some auxin from the center in contrast to P-3 (green dots).
(D) Model for the formation of an auxin maximum preceding creation of a primordium.
As the distance between P-2 and P-3 increases, more auxin arrives at the meristem center
in this sector. Since the center can only absorb a limited amount of auxin, this will lead to
the formation of an auxin maximum (I-1). Eventually, this maximum will be transformed
into a primordium (P-0) where the provascular system behaves as an auxin sink (black
dot at the center of the primordium).
Bars, 20µm.
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need also to understand how these mechanisms are coordinated at the level of the whole
meristem.
Acknowledgments. We would like to thank Dr. Przemyslaw Prusinkiewicz and Dr.
Cris Kuhlemeier for critical reading of the text. We would also like to thank Dr. Jean-
Louis Giavitto and Dr. Olivier Michel for providing the MGS language. We thank Dr.
Giri Friml for providing the DR5::GFP line. PBdR was financed by an ASC fellowship
provided by INRA. J.T. was financed by an ACI from the french ministry of research.
I.B-C was financed by the french ministry of research
III.6 Technical details
III.6.1 Description of the model
A model was designed for simulating auxin transport in the meristem. The aim of this
model is to study possible stationary regimes of auxin fluxes inferred from the observed
distribution of auxin eﬄux facilitator PIN1.
Representation of the meristem The organization of the cells in the L1-layer is re-
presented as an undirected graph, called the topological graph, in which vertices represent
the cells and edges between vertices represent the cell walls. For each cell c in the topo-
logical graph, N (c) defines the set of cells adjacent to c. Similarly, the presence of the
eﬄux facilitator protein PIN1 on cell walls, is represented by a second graph, called the
pump graph, taking into account the orientation of the auxin transport. As in the case of
the topological graph, vertices of the pump graph represent the meristem cells. However,
edges are now oriented and denote the presence of PIN1 on cell membranes: there exists
an oriented edge from cell c to cell n if PIN1 protein is present in c on the membrane next
to n. We denote Po(c) the set of neighbors of c reached by an outgoing edge from c and
Pi(c) the set of neighbors of c that are the origin of an incoming edge in c.
The topological and pump graphs are constructed by hand using a dedicated software,
called Merrysim, developed to ease the operation.
In some cases, the presence or orientation of PIN1 protein on cell walls is difficult to
assert without ambiguity. For this reason, we considered four levels of confidence in the
identification of the auxin pumps:
1. PIN1 is clearly seen with its polarity ( 89% of the links in all the meristems)
2. PIN1 is clearly seen but its polarity cannot be determined ( 4% of the links)
3. PIN1 presence and orientation are discerned with difficulty ( 6% of the links)
4. PIN1 presence is discerned with difficulty and its polarity cannot be determined
( 1% of the links)
Edges in the pump graph are generated depending on this level of confidence. For each
pump at confidence level 1 or 3, a single oriented edge is created in the pump graph. For
each pump at level 2 or 4, two oriented edges (in both directions) are created. These levels
are recorded for each edge.
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Each cell c is associated with a state defining its properties. This state includes the
volume of the cell (Vc), the concentration of auxin in the cell (ac), the presence of PIN1
proteins oriented towards the provascular system of the meristem (Ec where Ec = 1 if
there is such PIN1 proteins, otherwise Ec = 0) and the relative efficiency of these pumps
(βc, see below). Of these properties, only the concentration of auxin is variable throughout
time.
Transport process Auxin distribution is assumed to depend on a combination of four
mechanisms: (i) passive diffusion of auxin through cell walls, (ii) active transport of auxin
facilitated by PIN1 protein in the surface of the meristem, (iii) active transport of auxin
toward the deeper layers of the meristem and (iv) natural turn-over of auxin.
(i) Diffusion is a passive process that tends toward the equilibrium of concentrations.
We assume that the quantity of auxin diffusing through a cell wall is proportional to the
difference of concentrations between the cells sharing the wall. Considering a cell c and
one of its neighbors n, then:
γc←n(t) = Γ [an(t)− ac(t)] (III.1)
where γc←n is the quantity of auxin per time unit diffused from n to c and Γ is the diffusion
coefficient. Note that γc←n is positive if auxin enters cell c.
(ii) Active transport inside the meristem surface is modeled as a quasi-constant pum-
ping of auxin. Indeed, if the auxin concentration is too low, pumps are less efficient in
recruiting auxin molecules. Thus, PIN1 pumping efficiency decreases when the source cell
has a very low amount of auxin. Symmetrically, we can suppose that a single cell cannot
concentrate auxin more than a saturation threshold (σ). The efficiency of PIN1 pumping
must then decrease when the destination cell approaches this limit, and reaches 0 when
the cell is completely saturated. Simulations were performed with and without this hypo-
thesis. When the source cell has enough auxin and the destination cell does not saturate,
conditions are optimal for maximum efficiency of the pumps and the pumping is constant.
The amount of auxin pumped by PIN1 protein is thus defined by:
ψc←n(t) = Ψ
(
1− e−αan(t)) (1− e−α(σ−ac(t))) (III.2)
where ψc←n is the quantity of auxin per time unit pumped from n to c by the PIN1 protein
in n on the wall toward c, Ψ is the maximum efficiency of the pumps, α is the slope of
ψc←n(t) when either the n-auxin is depleted or when c is saturated. In this formula, the first
parenthesis models the behavior of the pump when auxin in the source cell is depleted and
the second parenthesis when the target cell is saturated. The product denotes independent
handling of these two special cases.
(iii) In primordia cells, auxin is evacuated toward deeper layers by PIN1 proteins
pumping auxin to the provascular internal cells. This pumping is similar to the pumping




where ψc↓ is the quantity of auxin per time unit pumped from c toward the inner layers
of the meristem by the PIN1 protein in c, Ψ is the maximum efficiency of the downward
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pumps and βc is a coefficient decreasing with the distance to the primordium center.
Pumping is assumed to be maximum in the primordium center and to exist also in the
other primordium cells, with a decreasing strength as the primordia cells are positioned
farther from the central cell. This is to take into account the observed orientations and
quantities of PIN1 labeling in the immunolabelings (Reinhardt et al., 2003b; Traas).
(iv) The turn-over of auxin is modeled as auxin degradation:
τc(t) = δac(t) (III.4)
where τc is the variation of auxin concentration and δ the degradation factor.













































Boundary conditions. As stated in the main text, auxin is supposed to arrive in the
meristem from the lower part of the plant via the L1-layer.
To simulate this behavior, a ring of auxin injection points representing “the lower
parts of the plant” is added during meristem digitizing. Each of these points is linked
to each of its neighboring cells in the meristem by a pump. These pumps are ruled by
an equation similar to equation (III.2). In particular, the external injection points always
provide enough auxin to guarantee maximal pumping. If the injection points do not provide
enough auxin, no auxin accumulations are observed in the meristem. If they provide too
much, the meristem is almost completed saturated by auxin (see Figure III.8 and text
below). Based on tests, we chose a value for auxin injection inbetween these two extremes.
Thus, the equation ruling the quantity of auxin exported by the external cell n into the





A dedicated software, Merrysim, was developed to create the topological and the pump
graphs, to carry out numerical simulations and to analyze the results. It is released under
the terms of the GPL licence (GPL).
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Data acquisition and analysis tools were implemented in C++ and Python using the
Qt3 toolkit for the design of user interaction (http://www.trolltech.com).
A simulation engine was developed in MGS, a language dedicated to simulation of
dynamic systems with dynamic structures (Giavitto et Michel, 2001a,b). To solve the
system of ordinary differential equaltions (ODEs) we used an explicit Euler integration
scheme with constant time step dt (Press et al., 1992). To avoid stability problems, we
used a first order approximation, when ac(t) vanishes to 0. This provides a condition for
ac(t) not to become negative:
ac(t) ≥ −(Nmax + 1) Ψ
Vmin
αac(t)dt (III.8)
where Nmax is the maximum number of neighbors of a cell in the meristem and Vmin is





Visualizations were made using the Python module SVGdraw (http://www2.sfk.nl/
svg) to transform the simulation results into SVG files.
The different parts of the software system are coordinated using the Python language.
Merrysim is a free software that can be downloaded freely at: ftp://ftp.cirad.fr/pub/
amap/VirtualPlants/merrysim/
III.6.3 Sensitivity analysis
To express the biological knowledge of the processes involved in the above model, we
introduced parameters (e.g. the saturation threshold, the degradation rate) whose actual
values cannot be estimated directly from experiments or cannot be exactly determined
because of limitations in the original images (e.g. presence or orientation of certain pumps).
In order to test the validity of the conclusions, we made a number of changes in the
values of these parameters to study the effect of these changes on the overall results. The
set of parameters involved in the model is reflected in equation III.6. These parameters
can be separated into two groups: i) the structural parameters whose values are set during
meristem digitization and have ordinal or symbolic values. This group includes: N (c),
Pi(c) (Po(c)) and Ec. ii) the functional parameters: Γ, α, σ, δ, Ψ and Ψ′ that have real
values.
To test the sensitivity of the model to the different parameters, two different procedures
were used depending on the group of the parameter tested.
For the first group of parameters, different configurations of Pi(c) and Po(c) were
tested, according to the confidence level of the identified PIN1 pumps. As these pumps were
classified into four categories with decreasing confidence level, simulations were carried
out using the n first categories with n varying from 1 to 4. This allowed us to perform
simulations using first only pumps whose presence was certain (i.e. 90% of the pumps),
and integrating progressively pumps with lower confidence level.
For the second group, we tested the variation of each parameter independently. Since
auxin concentrations are entirely determined by the relative values of the parameters at a
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Value Index
Parameter 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Ψ′ (auxin import rate) 0 0.48 0.93 1.8 3.5 6.8 13 26 50
δ (degradation) 0 0.0007 0.0015 0.003 0.006 0.012 0.025 0.05 0.1
Ψ (pumping strength) 0 5 8 13 20 25 30 35 40
Γ (diffusion) 0 0.004 0.008 0.016 0.03 0.057 0.11 0.21 0.4
Tab. III.1:Values used for the sensitivity tests. Note that the values tested follow
almost always an exponential law.
scale factor close, we were able to fix the value of one parameter: in all the simulations, the
saturation parameter was set to 255 (auxin concentration thus ranging from 0 to 255 in
each cell). For the other parameters, we used a range of nine different values (depicted in
the table III.1) and fixed the other parameters to the following reference values: Γ = 0.03,
α = 0.025, δ = 0.006, Ψ = 20.0, Ψ′ = 3.5.
III.6.3.1 Results
For all meristems, we observed the same general pattern of auxin accumulation (see
main text). Auxin was accumulating in the primordia and at the meristem summit. In
this latter zone, a protrusion could always be seen in the direction of the initium I-1. We
subsequently carried out the complete set of robustness tests on 5 meristems.
The auxin distribution patterns obtained using reference values were used as a starting
point for these tests.
Auxin injection rate (Ψ′). Figure III.8. As the auxin flux from the injection points
to the meristem increases, the total amount of auxin in the meristem augments. With
increasing hormone quantities, auxin starts to accumulate first at the meristem summit,
followed by the primordia and the initium. When the injection rate increases, almost
the entire meristem is filled with auxin. However, some of its parts remain at a low
auxin concentration. The patterns are relatively sensitive to this parameter as they do
not support more than a twofold variation.
Degradation factor (δ). Figure III.9. The degradation factor also affects the total
quantity of auxin in the meristem. In this case the patterns are relatively insensitive
as auxin accumulation can still be observed at the primordia sites at low total auxin
quantities (i.e. high degradation rates). The patterns support a sixteen-fold variation.
Pumping strength (Ψ). Figure III.10. Without pumping, the meristem is filled by the
periphery and auxin diffuses toward the center. For a non null pumping, typical auxin
accumulation patterns are readily observed, even for the weakest pumping forces tested.
With increasing pumping forces, a better separation of the center and the primordia can
be observed, mainly due to a stronger counter-effect on diffusion. In this case, the patterns
support a fivefold variation.
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Parameter Minimum Maximum Ratio (max/min)
Ψ′ 1.8 3.5 2
δ 0.003 0.05 16
Ψ 8 40+ 5+
Γ 0.008 0.11 13
Tab. III.2: Ranges of each parameter for which the auxin patterns are
stable. Note that the variations on pumping factor shows a stable pattern even for the
highest value tested. The actual range of stability may thus be even greater than the one
presented here.
Diffusion rate (Γ). Figure III.11. Without diffusion, most of the cells are either sa-
turated or empty and accumulation sites cannot always be clearly identified. With the
increase of the diffusion rate, the accumulation zones are better formed and enlarge until
auxin is almost regularly distributed in the meristem. In this case, the patterns support
a thirteen-fold variation.
Saturation (σ). Figure III.12. Without any saturation threshold, the auxin accumula-
tion patterns are not significantly changed. However, very high auxin concentration in the
meristem summit are observed (much higher than in the primordia).
Simulations using pumps with varying confidence level. Figure III.13. No signi-
ficant differences between simulations using all the pumps or only pumps with highest
confidence level could be observed.
This sensitivity analysis showed that the auxin accumulation pattern predicted by
the simulations was particularly robust to changes in almost all the model parameters.
The actual ranges of parameter values for which the auxin accumulation pattern of each
meristem could be identified are summarized in the table III.2.
III.6.4 Tracking auxin paths in the meristem
We also identified the paths followed by auxin molecules to reach different zones of the
meristem. Let us denote qc(t) the total amount of auxin molecules contained in cell c at
time t. We consider a cell c′ different from c and we define qc←c′(t) the quantity of auxin
contained in c at time t that went through cell c′ at some anterior date. This number of
molecules divided by the cell volume Vc defines a concentration of auxin molecules in c at
time t that went through c′, denoted by ac←c′(t). By extension, we define ac←c(t) = ac(t).
At each time step t, a cell c looses globally a quantity f−c (t) of auxin (via pumping,
diffusion and degradation) and receives from each of its neighbor n a quantity f+c←n(t) of
auxin. To compute qc←c′(t) when c 6= c′ we add the hypothesis that the auxin arriving
in a cell merges instantaneously with the auxin already present in this cell. This implies
that when a quantity f+c←n(t) of auxin goes from cell n to cell c, the variation of qc←c′ is
determined by the product between the proportion of auxin in n that went through c′ and
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Similarly, when a quantity f−c (t) of auxin leaves the cell c, the variation of qc←c′ is
determined by the product between the proportion of auxin in c that went through c′ and





The total variation of qc←c′ , c 6= c′ is thus:





























where the two fluxes, f+c←n(t) and f
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in which ψ+c←n(t) and γ
+
c←n(t) correspond respectively to the terms ψc←n(t) and γc←n(t)
when they are positive and to 0 otherwise. Similarly, ψ−c←n(t) and γ
−
c←n(t) correspond to
the terms ψc←n(t) and γc←n(t) when they are negative and to 0 otherwise.
This system of N2 differential equations enables us to compute at each time point t,
and for each cell c, the concentration ac←c′(t) of auxin molecules in c that went at an
anterior date through a given cell c′, for any c′. This system of differential equations is
solved using the finite difference method described above.
Contribution of a cell to the auxin concentration in particular zones Using
the functions ac←c′(t), it is possible to estimate the contribution of a particular cell to the
overall auxin concentration of a group of cells (primordia or summit cells) in the meristem
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where qc←c′(t) = Vcac←c′(t).
For a given group of cells G, e.g. the cells of a primordium, it is then possible to
compute color maps showing a color intensity in each cell c′ in the meristem proportional
to the contribution τG←c′(t) of this cell to the group. These maps give an impression of
the main paths followed by auxin to reach particular zones in the meristem (see Figure 7
in main text).
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Fig. III.8: Variation of auxin injection rate in a typical meristem. These
images show the different auxin patterns observed with the auxin injection rate varying
following the values of table III.1.
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Fig. III.9: Variation of the auxin degradation factor in a typical meristem.
These images show the different auxin patterns observed with the degradation factor va-
rying following the values of table III.1.
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Fig. III.10: Variation of auxin transport strength in a typical meristem.
These images show the different auxin patterns observed with the pumping strength va-
rying following the values of table III.1.
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Fig. III.11: Variation of diffusion factor in a typical meristem. These images
show the different auxin patterns observed with the diffusion factor varying following the
values of table III.1.
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(A)
(B) (C)
Fig. III.12: Impact of saturation.
(A) represents the result of the simulation with the reference values for parameters.
(B) Without saturation, the general auxin pattern does not vary significantly. Same color
scale as in (A), note that, using this scale, a large amount of cells are above the maximum
representable auxin concentration (ie. brightest red).
(C) Without saturation but here, the color scale was changed to fit the whole auxin
concentrations range. This shows that auxin concentration at the meristem summit is
higher than in primordia.
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(A) (B)
(C) (D)
Fig. III.13: Impact of the removal of less confident pumps.
These images show the results of the simulations:
(A) with all the pumps;
(B) with only the pumps whose confidence level are 1, 2 or 3;
(C) with only the pumps whose confidence level are 1 or 2;
(D) with only the pumps with highest confidence level.
96 CHAPITRE III. MODE`LE DE TRANSPORT D’AUXINE DANS LE ME´RISTE`ME
Chapitre IV
Mode`le dynamique du me´riste`me
Au chapitre III, nous avons de´veloppe´ un ensemble d’hypothe`ses permettant de simuler
des flux d’auxine dans un me´riste`me a` un instant donne´. L’e´tape suivante consiste a` faire
e´voluer dans le temps le tissus me´riste´matique et les concentrations d’auxine. Pour ce
nouveau proble`me, les donne´es biologiques sont moins nombreuses et nous devrons faire
des hypothe`ses plus fortes que pre´ce´demment.
Nous proposons de voir dans ce chapitre tout d’abord les choix de mode´lisation qui
ont e´te´ effectue´s, puis nous e´tudierons les re´sultats issus des simulations.
IV.1 Mode´lisation
Les re´centes avance´es dans les connaissances sur le fonctionnement du me´riste`me api-
cal caulinaire portent le plus souvent sur le comportement individuel des cellules et sur les
e´changes hormonaux entre les cellules. Aussi, pour simplifier la traduction de ces connais-
sances dans un mode`le informatique, nous avons choisi de mode´liser le tissu me´riste´ma-
tique a` l’e´chelle cellulaire.
Ce choix implique que nous devons mode´liser les flux d’auxine sur une structure cel-
lulaire en constante e´volution. Le calcul des flux (et des concentrations) d’auxine dans
le me´riste`me correspond a` la re´solution d’un syste`me dynamique classique, dans lequel
l’e´tat est de´fini par la concentration d’auxine dans chaque cellule et par l’intensite´ des
flux d’auxine entre les cellules. Mais dans notre cas, il faut ajouter la structure cellulaire
car son e´volution n’est possible que si elle devient partie inte´grante de l’e´tat du syste`me.
Quand la structure fait partie de l’e´tat, on parle de “syste`me dynamique a` structure dyna-
mique” ((DS)2 ; Giavitto et al., 2002). Cette cate´gorie de mode`le n’est e´tudie´e que depuis
relativement peu de temps. Il existe des outils spe´cialise´s sur un type de structure parti-
culier (par exemple les L-syste`mes pour mode´liser l’e´volution des chaˆınes? et de certains
arbres) et les recherches sur des outils mathe´matiques et informatiques plus ge´ne´riques
sont relativement re´centes. La conception de ce (DS)2 a donc e´te´ l’occasion de tester l’utili-
sation d’outils informatiques de´veloppe´s spe´cifiquement pour la re´solution de ces mode`les,
mais cet aspect sera de´veloppe´ en section IV.2.
L’e´volution du me´riste`me est particulie`rement complexe. D’une part, les concentrations
d’auxine de´pendent de la structure du me´riste`me (et principalement du positionnement
de la prote´ine PIN1). D’autre part, la structure du me´riste`me est de´pendante des concen-
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trations d’auxine, en modifiant le positionnement de la prote´ine PIN1 (au moins par la
cre´ation d’un primordium) ou en augmentant la croissance cellulaire. Ce mode`le est donc
un (DS)2 ou` le de´veloppement de la structure et le fonctionnement interagissent.
Face a` ce proble`me complexe nous avons distingue´ trois sous-proble`mes relativement
inde´pendants :
1. repre´senter le me´riste`me
2. mode´liser les interactions physiques entre les cellules
3. mode´liser la physiologie des cellules et les e´changes d’hormones
Nous commenc¸ons par le choix de la repre´sentation du me´riste`me car il conditionnera
fortement les mode`les utilise´s par la suite. Nous avons cherche´ une repre´sentation qui soit
facile a` manipuler et sur laquelle il est assez simple d’exprimer les connaissances biologiques
dont on dispose. Nous avons ensuite de´cide´ de scinder la mode´lisation de l’e´volution du
me´riste`me en deux parties en faisant l’hypothe`se que l’e´tat physiologique du me´riste`me
est quasi-stationnaire par rapport a` l’e´tat me´canique. Autrement dit, nous supposons que
les interactions physiques sont infiniment plus lentes que les processus physiologiques.
En particulier, on peut observer l’e´mergence de trois primordia par jour en moyenne sur
un apex d’Arabidopsis, alors que l’auxine diffuse a` travers l’ensemble du me´riste`me en
quelques minutes (Reinhardt et al., 2000).
Nous allons maintenant exposer les choix et leurs justifications pour chacun des sous-
proble`mes identifie´s.
IV.1.1 Repre´sentation du me´riste`me
Nous distinguons deux cate´gories dans les repre´sentations a` l’e´chelle tissulaire : les
repre´sentations discre`tes et les repre´sentations continues. Le choix d’une ou l’autre re-
pre´sentation de´pend d’une part du type de connaissance dont on dispose, et de la vue
qu’on adopte par rapport aux tissus ve´ge´taux. Une premie`re approche des tissus ve´ge´taux
consiste a` les conside´rer comme un volume continu dont les parois assurent la rigidite´.
Cette approche est cohe´rente avec l’usage d’un mode`le continu de tissu cellulaire pour
mode´liser le tissu. La seconde approche consiste a` conside´rer les tissus comme un en-
semble cohe´rent de cellules autonomes et communicantes. Cette second approche est plus
cohe´rente avec l’usage d’un mode`le discret (pour discussion : Kaplan et Hagemann, 1991).
Les informations dont nous disposons sont exprime´es cellules par cellules (i.e. position-
nement de la prote´ine PIN1, activite´ des ge`nes. . .), avec une approche du tissu comme
un ensemble de cellules. Aussi, pour faciliter l’utilisation de ces informations dans notre
mode`le, nous avons opte´ pour une repre´sentation discre`te a` l’e´chelle cellulaire.
Le proble`me de la repre´sentation d’un tissu animal ou ve´ge´tal a` l’e´chelle cellulaire
a de´ja` e´te´ largement aborde´ dans le passe´. Les supports les plus utilise´s incluent (pour
revue : Lantin, 1996) :
– les objets de taille nulle (points, symboles . . .) (Lindenmayer, 1968)
Dans ces repre´sentations, les objets n’ont pas d’encombrement et ont une relation
topologique simple (se´quence, ensemble. . .). En cas de placement ge´ome´trique il doit
eˆtre impose´ de l’exte´rieur (sur une grille, re´pulsion. . .)
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– les graphes topologiques (Matela et Fletterick, 1979)
Dans ces repre´sentations, seule la relation topologique entre les cellules est explicite´e.
La forme, la taille, la position ne sont pas prises en compte.
– les polygones ou polye`dres (Lu¨ck et Lu¨ck, 1982)
Ce sont des repre´sentation duales? des pre´ce´dentes. Seule la ge´ome´trie des parois cel-
lulaires est explicite´e. La topologie est, si ne´cessaire, de´duite a` partir de la ge´ome´trie
par la notion de contact entre polygones.
– les diagrammes de Vorono¨ı (Honda, 1978, 1983, 1994)
Dans cette repre´sentation, ni la ge´ome´trie, ni la topologie ne sont explicite´es. Seul un
ensemble de points dans l’espace est explicite´, ensemble dont on de´duit la topologie
(le graphe de Delaunay) et la ge´ome´trie (les domaines de Vorono¨ı).
– les disques ou sphe`res (Bodenstein, 1986; Jo¨nsson et al., 2005)
Par rapport a` l’usage de polygones, les disques ou sphe`res pre´sentent l’avantage de
ne pas ne´cessiter la maintenance d’une ge´ome´trie complexe, mais permettent tout
de meˆme de prendre en compte l’encombrement des cellules.
Notre objectif premier pour le choix d’une repre´sentation est de permettre d’exprimer
son e´volution le plus simplement possible, tout en maintenant une ge´ome´trie et une topo-
logie cohe´rente. Aussi, nous avons choisi d’utiliser les diagrammes de Vorono¨ı. Par ailleurs,
nous prenons l’hypothe`se que les processus re´gulant le positionnement des organes se de´-
roulent dans la couche superficielle de cellules (voir section I.1.2), nous utiliserons donc
des diagrammes de Vorono¨ı en dimension deux (appele´s parfois domaines de Dirichlet) et
nous ne repre´senterons pas explicitement l’inte´rieur du me´riste`me.
IV.1.1.1 Diagramme de Vorono¨ı et graphe de Delaunay
Le concept de diagrammes de Vorono¨ı est apparu de`s 1644 dans Le Monde de Mr. Des-
cartes, ou Le Traite´ de la Lumie`re, ou` Rene´ Descartes les utilise pour l’e´tude des zones
d’influence gravitationnelle des e´toiles (source : Hoff III et al., 1999). La premie`re forma-
lisation est re´alise´e par Lejeune-Dirichlet (1850). Le mathe´maticien allemand a e´tudie´ les
cas 2D et 3D, auxquels ont donne parfois le nom de tesselation de Dirichlet. L’appellation
“diagramme de Vorono¨ı” vient du mathe´maticien russe Vorono¨ı (1908) qui a e´tendu le
concept aux dimensions supe´rieures. Depuis, le concept a e´te´ rede´couvert plusieurs fois et
les domaines d’application des diagrammes de Vorono¨ı sont tre`s nombreux (pour revue :
Aurenhammer, 1991).
De´finition IV.1 (Diagramme de Vorono¨ı) Formellement, dans un espace euclidien,
le diagramme de Vorono¨ı d’un ensemble de points S repre´sente la classe d’e´quivalence de la
relation “avoir meˆme plus proches voisins dans S”. Soit un ensemble S = {S1, S2, . . . , Sn}
de n points de Ed, qu’on appellera sites. On associe a` chaque site Si la re´gion V (Si) de
Ed constitue´e des points plus proches de Si que des autres sites:
V (Si) =
{
X ∈ Ed/d(X,Si) ≤ d(X,Sj),∀j 6= i
}
(IV.1)
Le diagramme de Vorono¨ı est de´fini comme l’ensemble des re´gions V (Si).
Le graphe de Delaunay (invente´ par le mathe´maticien russe Delaunay) peut eˆtre de´fini
comme le dual? du diagramme de Vorono¨ı.
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Fig. IV.1: Diagramme de Vorono¨ı et graphe de Delaunay. Le graphe de De-
launay (en pointille´s gris) relie les sites (points noirs) donc les re´gions de Vorono¨ı (traits
pleins) sont adjacentes.
(a) Lorsqu’il n’y a que deux sites, la re´gion de Vorono¨ı de chaque site est le demi-espace
de´limite´ par la me´diatrice du segment reliant les sites.
(b) Avec trois sites, ce sont toujours les me´diatrices qui de´limitent les domaines de Vorono¨ı
de chaque site.
(c) De manie`re plus ge´ne´rale, les domaines de Vorono¨ı sont de´limite´s par les me´diatrices
des segments qui forment des arcs dans le graphe de Delaunay. Dans ce dessin, seules les
re´gions borne´es sont repre´sente´es.
De´finition IV.2 (Graphe de Delaunay) Le graphe de Delaunay est de´fini par la re-
lation d’adjacence entre les re´gions du diagramme de Vorono¨ı. C’est donc un graphe non
dirige´. Les nœuds du graphe sont les points de S, et l’application N qui associe a` chaque
nœud du graphe l’ensemble de ses voisins dans le graphe est de´fini par:
N (Si) = {Sj/V (Si) ∩ V (Sj) 6= ∅,∀j 6= i} (IV.2)
De´finition IV.3 (L2-ge´ne´ralite´) En dimension d, un ensemble de points est dit en po-
sition L2-ge´ne´rale s’il n’existe pas de sphe`re passant par 2 + d d’entre eux.
Par la suite, nous ne conside´rerons que le cas en deux dimensions. Pour les algorithmes
et de´finitions dans le cas ge´ne´ral, voir Boissonnat et Yvinec (1995), cinquie`me partie.
Construction du graphe de Delaunay et du diagramme de Vorono¨ı. Un moyen
simple de construire le graphe de Delaunay d’un ensemble de sites est de partir sur le
the´ore`me suivant (voir figure IV.2) :
The´ore`me IV.1 Si les sites sont en position L2-ge´ne´rale, alors trois sites Si, Sj, Sk sont
adjacents dans le graphe de Delaunay si et seulement si le disque circonscrit au triangle
SiSjSk ne contient aucun autre site.
Une premie`re me´thode consiste donc a` relier tous les triple´s de sites qui sont sommets
d’un triangle tels que le cercle circonscrit au triangle ne contienne aucun autre site. Cette
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Fig. IV.2: Cercle circonscrit a` un triangle de sommets adjacents.Le cercle
circonscrit au triangle forme´ par trois sites adjacents ne contient aucun autre site (the´ore`me
IV.1).
me´thode a l’avantage d’eˆtre simple, mais elle est inefficace. Aussi, nous utilisons un autre
algorithme de´crit avec pre´cision dans Boissonnat et Yvinec (1995), chapitre 17 et imple´-
mente´ dans la bibliothe`que QHull (Barber et al., 1996). La complexite´ de cet algorithme
est en O(n log(n) + nd/2), ou` n est le nombre de sites et d la dimension de l’espace, ce qui
est la complexite´ optimale pour un algorithme calculant le graphe de Delaunay.
A` partir du graphe de Delaunay, le diagramme de Vorono¨ı s’obtient facilement en
utilisant les the´ore`mes suivants.
The´ore`me IV.2 Si les sites sont en position L2-ge´ne´rale, les sommets de la re´gion de
Vorono¨ı d’un site Si sont les barycentres des triangles SiSjSk ou` Si, Sj et Sk sont voisins
deux a` deux dans le graphe de Delaunay.
The´ore`me IV.3 Les re´gions du diagramme de Vorono¨ı sont des convexes, e´ventuelle-
ment non-borne´s.
Ces deux the´ore`mes permettent de construire toute re´gion borne´e du diagramme de
Vorono¨ı a` partir du graphe de Delaunay. Nous n’aborderons pas le proble`me des re´gions
non-borne´es car nous n’aurons pas a` les reconstruire.
IV.1.1.2 Repre´sentation du tissu me´riste´matique
Ainsi, le couple diagramme de Vorono¨ı, graphe de Delaunay nous permet, a` partir sim-
plement d’un ensemble de points, de maintenir une ge´ome´trie et une topologie cohe´rentes.
Notre objectif est de repre´senter chaque cellule c par un site Sc, la re´gion de Vorono¨ı
V (Sc) correspondant a` la forme de la cellule, les sites e´tant re´partis dans un disque de rayon
rM repre´sentant la surface du me´riste`me. Par ailleurs, on note dm la distance minimale
entre deux sites.
Les diagrammes de Vorono¨ı posse`dent une caracte´ristique qu’il est ne´cessaire de pren-
dre en compte si l’objectif est de repre´senter des cellules,. Une partie des sites repre´sentant
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les cellules au bord du tissus se verront associe´es une re´gion infinie. Pour e´viter de cela,
nous ajoutons aux sites repre´sentant les cellules, d’autres sites qui les encadrent de fac¸on a`
ce que toutes les re´gions infinies leur soient associe´es : nous appellerons ces nouveaux sites
ancres. Le placement des ancres doit, ide´alement, induire des tailles de cellules raisonnables
pour les cellules adjacentes (i.e. leur taille doit eˆtre comparable a` la taille moyenne des
autres cellules). Dans la suite, les sites repre´sentant les cellules seront appele´s centro¨ıdes
des cellules.
Nous avons choisi de cre´er un me´riste`me virtuel plan, entie`rement contenu dans un
disque de rayon rM avec une cellule place´e en son centre, appele´e cellule centrale du
me´riste`me. Les ancres sont e´quire´parties sur un cercle de rayon rM + δa espace´es d’au plus
2δa, ou` δa doit eˆtre de l’ordre de la distance moyenne entre deux cellules.
IV.1.2 Mode`le physique
Dans l’optique d’une mode´lisation a` l’e´chelle cellulaire, nous avons choisi de mode´liser
la dynamique du tissu en conside´rant la croissance et la division des cellules individuelle-
ment, le de´placement apparent des cellules et la croissance du tissu e´tant le re´sultat des
interactions me´caniques locales entre cellules.
Plus pre´cise´ment, nous mode´lisons ces interactions me´caniques par un syste`me visco-
e´lastique (e.g. Boas, 1983), les ressorts reliant les centro¨ıdes des cellules adjacentes. Nous
choisissons de fixer la raideur de tous les ressorts a` une meˆme valeur. Dans ce mode`le, la
croissance est due a` l’augmentation de la longueur a` vide des ressorts.
Par rapport a` un syste`me visco-e´lastique classique, nous imposons deux contraintes.
La premie`re est que la taille de chaque cellule fait partie de son e´tat et est repre´sente´e par
une grandeur unique, variable dans le temps. La seconde est due au choix du diagramme
de Vorono¨ı : le voisinage d’une cellule e´tant susceptible de changer, le syste`me doit eˆtre
de´fini inde´pendamment du voisinage exact de chaque cellule.
Une solution consiste a` relier les centro¨ıdes de cellules voisines par un ressort compose´
de deux demi-ressorts. La taille des demi-ressorts lc associe´s a` une cellule c donne´e est
constante et repre´sente son parame`tre de taille. Les centro¨ıdes de deux cellules c1 et c2
adjacentes sont alors relie´s par un ressort rc1,c2 donc la longueur a` vide totale lc1,c2 est la
somme des deux demi-ressorts associe´s a` chacune des cellules :
lc1,c2 = lc1 + lc2 (IV.3)
La force ~Fc exerce´e par les ressorts sur une cellule c est alors donne´e par :
~Fc = −ξ~Vc +
∑
n∈N (c)
K(d(c, n)− lc,n)~uc,n (IV.4)
ou` ξ est la viscosite´ du frottement fluide, ~Vc est la vitesse du centro¨ıde de la cellule c, K
est la raideur des ressort, d(c, n) est la distance entre la cellule c et la cellule n, ~uc,n est le
vecteur unite´ coline´aire au vecteur allant du centro¨ıde de la cellule c a` celui de la cellule
n et N (c) est l’ensemble des cellules voisines de c.
Dans ce syste`me, la croissance d’une cellule est repre´sente´e par un allongement du
demi-ressort qui lui est associe´. La taille d’une cellule augmente si son centro¨ıde s’e´loigne
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des centro¨ıdes voisins. Il faut noter que la notion d’e´loignement e´tant syme´trique, la crois-
sance d’une cellule provoque en ge´ne´ral une croissance chez les cellules voisines. Nous avons
choisi d’augmenter les longueurs de chaque ressort d’une quantite´ constante a` chaque pas
de temps de fac¸on a` assurer une croissance uniforme sur l’ensemble du me´riste`me.
Le syste`me de re´solution du syste`me d’e´quations diffe´rentielles est identique a` celui
employe´ pour le mode`le de flux dans les me´riste`me re´els, a` savoir un sche´ma explicite
d’inte´gration de Euler a` pas de temps constant (Press et al., 1992).
En plus de la croissance cellulaire, il est ne´cessaire de mode´liser la division cellulaire.
Lors de la cre´ation du me´riste`me, chaque cellule se voit affecter une taille et une direction
(radiale ou orthoradiale) de division. Quand la surface d’une cellule de´passe sa taille
critique, elle se divise selon la direction qui lui a e´te´ affecte´e et cre´e deux cellules filles qui
se diviseront selon l’autre direction. Chaque cellule fille se voit attribuer une taille critique
qui est choisie ale´atoirement et inde´pendamment l’une de l’autre.
Enfin, pour limiter le temps de calcul, le syste`me ne conserve que les cellules qui
restent dans un disque de taille de´fini centre´ sur le me´riste`me. Afin de limiter l’effet de la
suppression des cellules et notamment l’apparition d’une rotation globale du me´riste`me, les
sites des cellules exte´rieures du me´riste`me observe´ ne peuvent se de´placer que radialement.
Une cellule est conside´re´e comme exte´rieure si elle est voisine d’une ancre dans le graphe
de Delaunay.
IV.1.3 Mode`le physiologique
Notre mode`le physiologique comporte trois e´tapes : (i) la re´partition et le positionne-
ment de la prote´ine PIN1, (ii) le transport de l’auxine et (iii) la cre´ation des primordia.
Ces trois e´tapes sont ge´re´es inde´pendamment les unes des autres car elles sont sup-
pose´es se de´rouler a` des e´chelles de temps diffe´rentes. Premie`rement, le repositionnement
de PIN1 est suppose´ se faire instantane´ment (i.e. a` l’e´chelle de temps la plus petite). En-
suite, le transport d’auxine est suppose´ eˆtre suffisamment rapide pour atteindre son e´tat
stationnaire avant qu’un primordium puisse eˆtre cre´e´. Enfin la cre´ation des primordia ne
se fait que lorsque tout le reste est stable.
La re´solution du mode`le physiologique se fait en ite´rant sur ces trois e´tapes en prenant
en compte les e´chelles de temps diffe´rentes jusqu’a` ce qu’il n’y ait plus aucun changement.
Alors seulement, une nouvelle e´tape me´canique est initie´e pour un nouveau cycle complet
de calcul.
IV.1.3.1 Placement de la prote´ine PIN1
Du fait des techniques d’observations a` notre disposition, nous n’avons pas d’infor-
mation sur la dynamique du placement de la prote´ine PIN1. Aussi, nous avons de´cide´
d’utiliser une conse´quence indirecte de l’organisation de la prote´ine PIN1.
Au chapitre III, nous avons pre´sente´ une me´thode de calcul de la contribution de
chaque cellule a` l’auxine pre´sente dans les primordia et le centre. Ceci nous a conduit
a` observer le re´sultat suivant : ge´ne´ralement, une cellule envoie la plupart de son auxine
vers une destination unique (i.e. primordium ou centre). De plus, les cellules envoyant leur
auxine vers un meˆme e´le´ment sont regroupe´es et forment un ensemble connexe. Ainsi, il
104 CHAPITRE IV. MODE`LE DYNAMIQUE DU ME´RISTE`ME
Fig. IV.3: Zones d’influences dans un me´riste`me re´el. La figure de gauche
repre´sente la participation de chaque cellule a` la concentration d’auxine du centre (en
blanc) ou d’un des primordia (en bleu, rouge ou vert). Les primordia sont indique´s par
un point de couleur dans les cellules en faisant partie, disque de la meˆme couleur que
celle utilise´e pour la participation des cellules a` ce primordium. Les cellules du centre sont
indique´es par un disque blanc en leur centre.
La figure de droite ajoute les zones d’influence de chaque e´le´ment en une zone semi-
transparente de la couleur de l’e´le´ment.
est possible de de´finir la zone d’influence de chaque e´le´ment comme l’ensemble des cellules
qui envoient leur auxine principalement vers cet e´le´ment (voir figure IV.3).
Notre objectif est de reproduire les zones d’influences observe´es dans les cartes de suivi
d’auxine. Une solution consiste a` placer la prote´ine PIN1 selon une re`gle de magne´tisation
des diffe´rents “attracteurs” (i.e. le centre et les primordia).
Dans cette solution, chaque primordium exerce un potentiel d’attraction sur une cellule
donne´e selon la loi :
λc,p = Λp − d(c, p)2 (IV.5)
ou` λc,p est la force d’attraction du primordium p sur la cellule c, Λp est la force d’attraction
de p et d(c, p) est la distance entre c et p.
Quant au centre, son potentiel d’attraction sur une cellule est donne´ par la loi :
λc,c0 = max(0,Λc0 − d(c, c0)) (IV.6)
ou` c0 est la cellule qui se trouve au centre du me´riste`me (voir section IV.1.1.2) et Λc0 est
la force d’attraction du centre du me´riste`me.
Une cellule est alors attire´e uniquement par l’attracteur dont le potentiel d’attraction
sur elle est le plus fort. La prote´ine PIN1 est ensuite place´e en direction de la cellule qui est
le plus proche de la direction de l’attracteur. Ainsi, si on note p1, p2, . . . , pn les primordia,
alors la prote´ine PIN1 dans la cellule c est place´e sur la paroi entre les cellules c et c′, ou`
c′ est de´termine´e par (voir figure IV.4):
p = argmax
p∈A





Fig. IV.4:Orientation de PIN1 dans une cellule. La prote´ine PIN1 est positionne´e
dans la cellule c vers la cellule c′ qui est le plus dans la direction de l’attracteur p le plus
fort de c. PIN1 est indique´e par un trait noir e´pais sur la paroi qui la porte.
IV.1.3.2 Transport de l’auxine
Le transport de l’auxine se fait exactement comme de´crit dans le chapitre III. Pour
me´moire, les principales hypothe`ses sont :
(i) le transport d’auxine est compose´ d’une diffusion a` travers les parois et d’un transport
actif par l’interme´diaire de la prote´ine PIN1.
(ii) hors des primordia, le transport d’auxine n’est significatif que dans la couche de
cellules L1.
(iii) dans les primordia, l’auxine est e´vacue´e par la prote´ine PIN1 vers les couches cellu-
laires internes du me´riste`me.
(iv) l’auxine est produite par des parties sous-jacentes au me´riste`me et arrive par la
couche L1 dans le me´riste`me.
Comme nous l’avons dit plus haut, nous supposons que le positionnement de la prote´ine
PIN1 est un processus bien plus rapide que le transport de l’auxine. Il nous faut donc nous
assurer que la prote´ine PIN1 est toujours positionne´e correctement entre deux mise-a`-jour
des concentrations d’auxine.
Toutefois, le placement de la prote´ine e´tant inde´pendant de la concentration d’auxine
dans ce mode`le, nous n’avons pas a` recalculer sa position tant que l’auxine n’a pas induit
d’autre modification (en l’occurrence l’apparition d’un primordium).
IV.1.3.3 Initiation des primordia
Les primordia sont initie´s uniquement dans un anneau autour de la zone centrale du
me´riste`me appele´ zone de compe´tence. Pour qu’un primordium se forme, il faut que la
concentration d’auxine dans une cellule et ses voisines de´passe un certain seuil.
La zone de compe´tence est de´finie comme l’ensemble des cellules qui sont hors d’un
disque de rayon r centre´ sur le me´riste`me mais qui ont au moins une voisine dans ce
disque :
ZC = {c ∈M|(d(c, c0) > r) ∧ (∃n ∈ N (c)/d(n, c0) < r)} (IV.9)
ou` M est l’ensemble des cellules du me´riste`me virtuel, c0 est la cellule centrale du me´ris-
te`me et N (c) est l’ensemble des voisines de la cellule c.
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Une cellule c peut devenir primordium si sa concentration ac en auxine et celle de
ses voisines sont supe´rieures a` un seuil σPr:
(ac > σPr) ∧ (∀n ∈ N (c) : an > σPr) (IV.10)
On de´termine alors l’ensemble des cellules susceptibles de devenir primordium :
P˜r = {c ∈ ZC| (ac > σPr) ∧ (∀n ∈ N (c) : an > σPr)} (IV.11)
Parmi ces cellules, celle qui concentre le plus d’auxine devient primordium :
Pr(c)⇐ argmax
c′∈fPr (ac′) (IV.12)
ou` Pr(c) est vraie si la cellule c est le centre d’un primordium.
IV.2 Paradigme de programmation pour la morpho-
ge´ne`se
Comme nous l’avons vu au de´but de ce chapitre, un tissu cellulaire e´voluant dans le
temps fait parti des (DS)2. Or, les outils mathe´matiques et informatiques adapte´s aux
(DS)2 font, actuellement, l’objet de recherches. Parmi les outils en de´veloppement, nous
avons voulu e´valuer l’apport d’un langage de´die´.
Il existe peu de langages de´die´s a` l’expression des (DS)2. Parmi les plus connus, les
L-systems permettent d’exprimer l’e´volution de structures telles que les se´quences ou les
arbres. Le mode`le que nous construisons repose sur la notion de graphes de Delaunay : le
langage que nous utilisons doit pouvoir permettre d’exprimer l’e´volution d’un tel graphe.
A` notre connaissance, tre`s peu de langages le permettent. MGS (Giavitto et Michel, 2001a)
et GroIMP (Kniemeyer, 2004) en sont deux exemples. Les deux langages ont en commun
de reprendre l’ide´e ge´ne´rale des L-syste`mes a` des structures plus ge´ne´rales. Ils proposent de
de´crire l’e´volution d’un syste`me complexe par l’e´volution de ses sous-parties, ce qui impose
d’une part de de´couper une structure en sous-parties et d’autre part d’exprimer les re`gles
locales d’e´volution. Alors que GroIMP s’est oriente´ vers la re´e´criture de graphes oriente´s
et propose de ramener la plupart des structures de donne´es classiques vers la structure
de graphe, MGS a pris le parti de diffe´rencier les diffe´rentes structures de donne´es et de
proposer une manie`re unique d’exprimer l’e´volution de structures diffe´rentes. Pour notre
projet, nous avons de´cide´ d’e´valuer l’utilisation de MGS, notamment car l’imple´mentation
du langage est plus muˆre et qu’elle permet la manipulation de graphes de Delaunay.
IV.2.1 Pre´sentation de MGS.
MGS est un langage qui propose d’unifier plusieurs paradigmes de programmation
comme la transformation de multi-ensembles?, les L-syste`mes ou les automates cellulaires.
L’objectif de MGS est de permettre l’expression de l’e´volution de structures complexes
comme l’e´volution des parties de ces structures.
C’est un langage fonctionnel?, enrichi avec de nouveaux types de valeurs structure´es,
les collections topologiques, et par une syntaxe pour de´finir des fonctions sur ces valeurs
de manie`re de´clarative, les transformations.
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Fig. IV.5: Hie´rarchie des collections topologiques de MGS. MGS propose une
hie´rarchie de collections topologiques. Cette collection comporte notamment des types
abstraits (en gras), des types parame´triques (en souligne´) et des sous-types de´finis par
l’utilisateur (en italique).
Adapte´ de : (Giavitto et Michel, 2001a).
Les collections topologiques. Une collection correspond a` un ensemble de places ou
positions labelle´es par des valeurs. L’organisation d’une collection peut se de´crire par sa
topologie en de´finissant la relation de voisinage entre les positions. Une collection peut
correspondre a` une structure de donne´e classique, telle qu’une liste ou un ensemble, ou a`
une structure plus complexe, telle qu’un graphe ou une grille.
MGS propose un ensemble de collections topologiques organise´es en une hie´rarchie
(voir figure IV.5).
Parmi les collections propose´es, les collections abstraites (i.e. dont il n’existe pas d’ins-
tance directe) permettent de regrouper les collections ayant des caracte´ristiques com-
munes. Ainsi, un aspect important de la hie´rarchie est que toutes les collections se re´par-
tissent entre les collections abstraites newtoniennes et leibniziennes (qui sont ainsi pra-
tiquement au plus haut dans la hie´rarchie des collections), du nom des deux philosophes
Newton et Leibniz qui avaient chacun leur the´orie sur la nature de l’espace (Giavitto et
Michel, 2002). Pour Newton, l’espace pre´-existe et joue le roˆle d’une sce`ne sur laquelle les
objets sont place´s. Ainsi, il est toujours possible de parle de position et de place dans un
espace vide. Pour Leibniz, l’espace n’existe que par les objets qui le composent : c’est la
relation positionnelle entre les objets pre´sents. Dans cette vue, le concept de place ou de
position dans un espace vide est inconcevable.
Les collections parame´triques, qui sont ne´cessairement abstraites, permettent de de´fi-
nir des types partiellement spe´cifie´s que l’utilisateur pourra pre´ciser pour cre´er un type
concret. Par exemple, pour de´finir un graphe de Delaunay, il est ne´cessaire de de´finir le
nombre de dimensions de l’espace dans lequel les positions sont exprime´es et la fonction
calculant la position d’un e´le´ment cet espace.
Enfin, MGS permet a` l’utilisateur de de´finir de nouveaux sous-types qui auront exac-
tement la meˆme topologie que leur type parent. Dans cette hie´rarchie, chaque instance
d’un type concret et aussi instance de tous les parents de ce type.
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Fig. IV.6: Exemple d’une transformation MGS. La transformation T est ap-
plique´e a` l’ensemble C plusieurs fois. A` chaque e´tape, les ensembles disjoints d’e´le´ments
qui forment la partie gauche d’une des re`gles de T sont remplace´s simultane´ment par les
e´le´ments de la partie droite de la re`gle.
Adapte´ de : Giavitto et Michel (2001a)
Les transformations. Les transformations sont des fonctions de´finies de manie`re de´cla-
rative, qui permettent d’exprimer l’e´volution d’une collection topologique par la re´e´criture
de chemins dans cette collection (voir figure IV.6). Un chemin est alors de´finit par une
se´quence de positions dans la collection telles que deux positions conse´cutives du chemin
sont voisines dans la collection. Une transformation peut se de´finir par l’application en
paralle`le de plusieurs re`gles locales, chaque re`gle de´finissant la transformation d’un chemin
dans la collection.
Une re`gle locale est compose´e d’un se´lecteur, d’une fonction et de contraintes. Le se´-
lecteur permet de de´finir un chemin dans la collection topologique sur lequel une proprie´te´
est ve´rifie´e. La fonction admet comme argument les e´le´ments nomme´s du chemin se´lec-
tionne´ et renvoie une nouvelle se´quence qui remplacera le chemin se´lectionne´. Enfin, les
contraintes permettent de pre´ciser le comportement de la re`gle en cas de conflit (priorite´,
strate´gie de de´sambigu¨ısation. . .).
Exemple d’utilisation. Nous allons pre´senter un programme simplifie´ permettant de
mode´liser la croissance d’un tissus compose´ d’une cellule apicale unique, de quelques
cellules sub-apicales et de cellules ve´ge´tatives. Le mode`le me´canique est semblable a` celui
de´crit en section IV.1.2, a` ceci preˆt qu’il n’y a pas d’ancres (car on se conside`re pas la
taille des cellules) et que les cellules e´voluent dans un espace a` 3 dimensions.
Dans ce tissu, la cellule apicale se divise re´gulie`rement pour produire deux cellules sub-
apicales et une nouvelle cellule apicale. Chaque cellule sub-apicales produisent a` leur tour
trois cellules ve´ge´tatives, et enfin les cellules ve´ge´tatives croissent sans se diviser jusqu’a`
atteindre une taille maximale (voir figure IV.7).
Le programme ci-dessous se de´compose en trois parties. La premie`re (lignes 1 a` 20)
s’occupe de calculer l’e´tat d’e´quilibre me´canique des ressorts. La seconde (lignes 22 a`
33) s’occupe de calculer la croissance du tissus et des cellules. Enfin, la dernie`re fonction
(lignes 35 a` 39) coordonne les appels des deux transformations de fac¸on a` toujours calculer
l’e´tat stable du re´seau de ressorts et de faire e´voluer le tissus.
1 fun interaction(c, n) = // c = cell, n = neighboring cell
2 let dist = distance(c,n)
3 and L0 = c.l0 + n.l0 in
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8 fun total_interaction(c, n, acc) =
9 acc + interaction(c, n)
10 ;;
11




16 let init = {x=0, y=0, z=0} in
17 let force = fold(total_interfaction(c), init, neighbors(c)) in




22 trans GrowthStep =
23 {
24 c / Apical(c) && c.age >= seuil =>
25 c + { z = c.z + dz, age = 0 }, // nouvelle cellule apicale
26 subapical1(c), subapical2(c) ;
27 c / Apical(c) =>
28 c + { age = c.age+1 } ;
29 c / Subapical(c) =>
30 vegetative1(c), vegetative2(c), vegetative3(c) ;
31 c / Vegetative(c) && c.l < Maxsize =>
32 c + { l = c.l + sizeinc }
33 };;
34
35 fun meristemGrowth(d) =
36 let s = setify(Meca[‘fixpoint](d)) in
37 let ns = GrowthStep(s) in
38 delaunayfy(graph, ns)
39 ;;
Les lignes 1 a` 20 permettent de mode´liser les interactions me´caniques entre les cellules.
La premie`re fonction (lignes 1 a` 6) calcule la force exerce´e par le ressort situe´ entre la cellule
c et la cellule n sur la cellule c. La seconde fonction, utilise´e avec la fonction neighbors
calcule la somme des forces exerce´es sur une cellule donne´e par ses voisines. Enfin, la
transformation Meca de´place chaque cellule d’un petit de´placement dans la direction de
la force. Ici, on peut voir que le calcul du remplacement de la cellule peut eˆtre un bloque
aussi complexe que l’on veut. Simplement, il faut alors utiliser les mots-clefs begin et end
de MGS.
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Fig. IV.7: Mode`le de tissus a` cellule apicale unique. Dans cette repre´sentation,
chaque cellule est indique´e par une sphe`re. La cellule apicale est la sphe`re bleue, les cellules
sub-apicales sont de petites sphe`res vertes et les sphe`res rouges ou orange´es sont les cellules
ve´ge´tatives, leur couleur e´tant fixe´e au moment de leur cre´ation. (a) montre l’e´tat initiale.
En (b), la cellule apicale s’est divise´e une fois, donnant les cellules sub-apicales repre´sente´es
en vert. En (c), les cellules sub-apicales se sont divise´es (cellules roses/oranges) et la cellule
apicale s’est re-divise´e. Les images (d), (e) et (f) montrent comment le tissus e´volue sur
plusieurs cycles de divisions.
La transformation GrowthStep, qui assure la croissance et l’e´volution des cellules, est
donne´e lignes 22 a` 33. Dans cette transformation, nous supposons que trois pre´dicats
Apical, Subapical et Vegetative ont e´te´ de´finis pour tester la nature d’une cellule.
Ensuite, chaque re`gle locale se de´compose en trois parties et sont se´pare´e par des point-
virgules:
chemin1 / condition1 => nouveau_chemin1 ;
chemin2 / condition2 => nouveau_chemin2
Le chemin est ici a` chaque fois re´duis a` une seule cellule. Par contre, les conditions, si elles
portent le plus souvent sur la nature de la cellule, peuvent eˆtre le´ge`rement plus complexes.
Pour chaque cellule, MGS appliquera la premie`re re`gle dont la condition est ve´rifie´e et
remplacera donc la cellule par le nouveau chemin. Ainsi, une cellule apicale suffisamment
aˆge´e pour se diviser le fera, alors qu’une cellule apicale pas assez aˆge´e vieillira simplement.
Enfin, les deux dernie`res re`gles de´finissent le comportement des cellules respectivement
sub-apicales et ve´ge´tatives. Si une cellule ne ve´rifie aucune des conditions, elle est simple-
ment laisse´e non modifie´e.
Enfin, la fonction principale, comme souvent, est place´e a` la fin du programme (lignes
35 a` 39). Elle s’occupe de calculer l’e´tat stable de la me´canique (i.e. calculer l’e´volution
de la me´canique jusqu’a` ce qu’il n’y ait plus de modifications) puis de calculer une e´tape
de croissance. Ainsi, une simulation appellera successivement cette fonction, chaque appel
calculant un pas de temps dans l’e´volution du tissus. Le re´sultat d’une simulation de ce
syste`me peut eˆtre vu sur la figure IV.7.
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IV.3 Re´sultats
Le re´sultat d’une simulation est obtenu sous la forme d’une se´rie temporelle de graphes
repre´sentant l’e´volution du me´riste`me virtuel au cours du temps (voir figure IV.8). Au
fur et a` mesure que les primordia s’e´loignent, la taˆche d’auxine dans la zone centrale
du me´riste`me s’e´tend selon une direction perpendiculaire a` la droite joignant les deux
derniers primordia. Lorsqu’ils sont suffisamment loin, elle de´borde hors de la zone centrale
et provoque l’initiation de deux nouveaux primordia, recommenc¸ant le cycle avec une
taˆche de dimension re´duite qui s’e´tendra a` nouveau au fur et a` mesure que les primordia
s’e´loignent.
Nous attendons plusieurs proprie´te´s de notre mode`le. Une premie`re proprie´te´ est une
bonne se´paration des primordia. Une deuxie`me est une croissance uniforme dans le temps
et l’espace du tissu. La proprie´te´ la plus globale, qui montrerait la cohe´rence et la com-
ple´tude? de nos hypothe`ses serait de reproduire divers modes phyllotaxiques connus. Pour
l’instant, nous avons construit un mode`le capable de produire des primordia bien se´pare´s,
en suivant une phyllotaxie oppose´e ou oppose´e de´cusse´e, mais nous n’avons pas encore
obtenu de phyllotaxie spirale´e stable. Notre objectif est donc d’analyser la qualite´ des
re´sultats obtenus et de de´terminer les prochaines e´tapes du travail.
Nous allons dans un premier temps e´tudier un certain nombre d’indicateurs du com-
portement du mode`le physique pour de´terminer son ade´quation aux hypothe`ses que nous
avons formule´es. Nous allons ensuite e´tudier un moyen de tester le mode`le physiologique
seul.
IV.3.1 Comportement du mode`le physique.
Le mode`le physique a e´te´ construit dans l’hypothe`se d’une croissance uniforme dans le
temps et l’espace du tissu me´riste´matique. Ceci inclut des divisions cellulaires uniforme´-
ment re´parties, une croissance re´gulie`re des cellules et un de´placement radial en moyenne
de celles-ci.
Dans cette section, tous les temps seront exprime´s en ut (unite´ de temps) et toutes
les distances seront exprime´es en ud (unite´ de distance). Une ut correspond a` un pas de
calcul me´canique, et est homoge`ne a` des secondes. Une cellule a un diame`tre moyen de
25ud, et les ud sont homoge`nes a` des me`tres.
IV.3.1.1 Uniformite´ spatiale de la croissance.
Notre premier test concerne l’hypothe`se de croissance uniforme. Si elle est ve´rifie´e,
alors une cellule c qui est a` une distance rc du centre c0 a une vitesse ~Vc donne´e par :




Nous avons alors e´tudie´ d’une part la vitesse radiale des cellules, et d’autre part la
vitesse orthoradiale.
Vitesse radiale. Selon notre hypothe`se, la vitesse radiale devrait eˆtre proportionnelle
a` la distance au centre. Si en plus nous supposons un bruit additif? inde´pendant entre
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Fig. IV.8: Re´sultat d’une simulation Les cellules des primordia sont marque´es d’un
point d’une couleur diffe´rente pour chaque primordium. Le nombre en haut a` gauche de































































Fig. IV.9: Vitesse radiale des cellules. (A) Histogrammes des vitesses radiales des
cellules. (B) Histogrammes des vitesses radiales des cellules relativement a` leur distance
au centre.
Chaque colonne des deux figures correspond a` l’histogramme pour les cellules se situant a`
une distance donne´e du centre. Ainsi, la somme des fre´quences sur chaque colonne est 1.
les cellules, alors le trace´ des fre´quences d’apparition des vitesses a` diffe´rentes distances
devrait nous montrer un coˆne s’ouvrant quand la distance augmente (voir figure IV.9A).
La figure montre bien un accroissement de l’e´talement et une augmentation de la
vitesse moyenne, mais l’augmentation ne semble pas line´aire.





D’apre`s IV.13, la vitesse relative devrait eˆtre purement radiale, constante et valoir
α. La figure IV.9B montre les histogrammes des vitesses relatives radiales pour divers
distances au centre. Avec l’hypothe`se d’un bruit additif sur la croissance des cellules et
en conside´rant que les cellules ont partout la meˆme taille moyenne, la dispersion de ~vc
devrait rester constante quand le rayon augmente. En effet, la dispersion ne varie pas
beaucoup sauf pour des petits rayons, ce qui semble confirmer l’hypothe`se d’un bruit
additif. La vitesse relative semble bien constante, avec une moyenne sur l’ensemble des
donne´es de 0.037ud/(ut.ud) et qui ne varie que tre`s peu si on conside`re inde´pendamment
les diffe´rentes classes de distances au centre. Par contre, si la dispersion est constante, elle
est tre`s importante. A` la pe´riphe´rie du me´riste`me, 90% des cellules ont une vitesse radiale
contenue dans une plage de 27ud/ut, ce qui implique qu’au court d’un seul pas de temps,
deux cellules peuvent avoir un de´placement relatif de la taille d’une cellule.
Vitesse orthoradiale. La seconde conse´quence de la loi IV.13 est que la vitesse ortho-
radiale devrait eˆtre nulle (voir figure IV.10). La vitesse orthoradiale moyenne est bien nulle
quelle que soit la distance au centre. Par contre, il est e´tonnant de voir que la variabilite´
est constante. Ainsi, l’e´cart-type de la vitesse orthoradiale, qui est de 3.6ud/ut, est de´ja`
tre`s e´leve´ pour la pe´riphe´rie ou` la vitesse radiale moyenne est de 7.5ud/ut mais pour les
points proches du centre ou` la vitesse moyenne est de 1.25ud/ut, il n’est plus possible de
conside´rer qu’ils ont une vitesse radiale, meˆme approximativement.





























Fig. IV.10: Vitesse orthoradiale des cellules. Il est inte´ressant de noter que la
vitesse orthoradiale moyenne est nulle et que, en premie`re approximation, la dispersion
semble re´gulie`re quelle que soit la distance au centre.
Division cellulaire. Si la croissance est uniforme, comme notre mode`le de division cel-
lulaire ne de´pend que de la taille de la cellule, alors elle devrait elle aussi eˆtre uniforme.
Toutefois, on remarque que le nombre de divisions cellulaires est plus important en pe´ri-
phe´rie qu’au centre (voir figure IV.11). Il est donc tre`s probable que la croissance cellulaire
soit plus importante en pe´riphe´rie qu’au centre.
Il est inte´ressant de se´parer les divisions qui ont lieu au cours d’une meˆme simulation
selon que le nombre total de divisions cellulaires pour une seule e´tape de calcul est petit
ou grand (le seuil est ici de 80 divisions, voir section IV.3.1.2). On remarque alors que la
diffe´rence entre pe´riphe´rie et centre est bien plus marque´ quand il y a peu de divisions, et
pratiquement absente quand il y a eu beaucoup de divisions.
IV.3.1.2 Uniformite´ temporelle de la croissance.
Enfin, le dernier test re´alise´ sur le comportement du mode`le me´canique a porte´ sur
l’uniformite´ temporelle de la croissance.
Comme nous l’avons vu dans la section pre´ce´dente, la vitesse relative est constante
en moyenne, quelle que soit la position de la cellule. Nous pouvons donc l’utiliser comme
indicateur global de la vitesse de croissance moyenne sans introduire de biais sur la position
des cellules. C’est une information importante, car il y a beaucoup plus de cellules loin du
centre que proche du centre. Nous avons aussi regarde´ le nombre total de divisions dans
le me´riste`me.
La figure IV.12A nous montre l’e´volution temporelle de ces deux grandeurs. L’am-
plitude du mouvement e´tant d’un facteur 14, il n’est pas possible de parler d’uniformite´
temporelle. Par contre, il est tre`s net que les pics de croissances sont suivis, au temps
d’apre`s, par un pic de divisions cellulaires. Aussi, il est inte´ressant d’e´tudier la corre´lation
entre la vitesse moyenne d’e´loignement au temps t et le nombre de divisions au temps
t + 1. La figure IV.12B montre cette corre´lation. De toute e´vidence, les grandes vitesses
et les grands nombres de divisions sont tre`s fortement corre´le´s, alors que les petites va-
leurs beaucoup moins. Il est meˆme possible de de´terminer la limite aux alentours de 80
divisions et 0.08ud/(ut.ud). Il semble que, au-dessous de 0.08ud/(ut.ud), le nombre de




















































































































Fig. IV.11: Position des divisions cellulaires. La premie`re ligne montre la distribu-
tion des divisions cellulaires lors d’une simulation. Le mode`le produit plus de divisions a` la
pe´riphe´rie du me´riste`me. La deuxie`me ligne montre la meˆme distribution mais uniquement
pour les e´tapes de calcul ou` il y a eu moins de 80 divisions cellulaires, ou` la diffe´rence entre
le centre et le bord est plus accentue´e. Enfin, la troisie`me ligne correspond aux e´tapes de
calcul ou` il y a eu plus de 80 divisions cellulaires ou` la distribution des divisions cellulaires
est quasi-uniforme.
La colonne de droite correspond a` l’estimation de la densite´ de probabilite´ (i.e. un lissage
avec une fonction gaussienne) des divisions cellulaires sur la surface du me´riste`me virtuel.
116 CHAPITRE IV. MODE`LE DYNAMIQUE DU ME´RISTE`ME
(A) (B)
Fig. IV.12: Re´partition temporelle des vitesses et des divisions cellulaires.
(A) E´volution temporelle du nombre de divisions et de la vitesse relative d’e´loignement des
cellules. (B) Relation entre la vitesse d’e´loignement des cellules au temps t et le nombre
de divisions au temps t + 1. En gris sont repre´sente´es les deux classes de points : sur la
droite les points pour lesquels le nombre de divisions est proportionnel a` la vitesse relative,
et dans le triangle les points pour lesquels il y a plus de divisions que pre´vu.
que les divisions “supple´mentaires” aient lieu a` la pe´riphe´rie du me´riste`me et soient dues a`
un effet de bord. Cette impression est renforce´e par la constatation qu’une vitesse radiale
relative de 0.08ud/(ut.ud) correspond a` une vitesse radiale a` la pe´riphe´rie du me´riste`me
d’environ 24ud/ut, soit a` peu pre`s une cellule par pas de calcul. Donc les cellules qui sont
a` l’exte´rieur au pas de temps pre´ce´dent ont presque toutes disparues et ne sont pas consi-
de´re´es dans le calcul des divisions cellulaires. Cette disparition implique la suppression
de l’effet de bord qui, s’il se produit effectivement, n’est simplement plus pris en compte
dans les analyses.
IV.3.2 Comportement du mode`le physiologique.
Pour tester le mode`le physiologique inde´pendemment du mode`le physique, nous allons
utilise´ un mode`le macroscopique reconnu pour sa robustesse : le mode`le des champs de
re´pulsions de´crit en section I.2.2 et de´taille´ par Douady et Couder (1996a).
Ce que nous retiendrons de ce mode`le n’est pas le choix de l’instant ou` un primordium
doit eˆtre cre´e´, car c’est fortement de´pendant de la fac¸on dont les primordia s’e´loignent et
donc de la me´canique. Nous ne retiendrons que la re`gle qui permet de placer le primordium
a` un moment donne´. Chaque primordium e´met un champ de re´pulsion qui de´croˆıt avec le
carre´ de la distance au primordium. La formation d’un primordium a lieu sur un cercle
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Fig. IV.13: Erreur de positionnement angulaire des primordia. Le graphique
pre´sente l’histogramme des fre´quences d’apparition des erreurs. La largeur des colonnes a
e´te´ choisie de fac¸on a` repre´senter en moyenne une cellule. Ainsi, on peut voir que 20% des
primordia sont bien place´s et que plus de 60% des primordia sont place´s au pire dans une
cellule voisine de la cellule correcte et 92% sont a` moins de 1 radian (et donc dans le bon sec-
teur). Le me´riste`me de gauche montre une e´tape de simulation ou le nouveau primordium
(en vert) qui vient d’apparaˆıtre a e´te´ correctement place´ (cercles blancs concentriques),
alors que dans celui de droite, le nouveau primordium a e´te´ place´ au second minimum
d’e´nergie.
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E((rM , θ)) (IV.16)
ou` P˜r est l’ensemble des primordia, et (rM , θ) est le point de rayon rM et d’angle θ.
Nous de´finissons alors l’erreur de positionnement par rapport a` ce mode`le de re´fe´rence
(voir figure IV.13). Il est inte´ressant de noter que plus de 60% des primordia sont place´s
correctement (i.e. avec au plus une cellule d’e´cart avec la position de re´fe´rence). Par
ailleurs, on observe un second maximum loin de la position ide´ale. Il s’agit le plus souvent
du second minimum d’e´nergie sur le cercle d’apparition des primordia.
IV.4 Analyse de l’utilisation de MGS.
Dans le choix d’un outil pour la mode´lisation, il y a plusieurs crite`res a` prendre en
compte. Le plus important est la capacite´ a` exprimer les hypothe`ses du mode`le dans le
langage sans circonvolutions (i.e. sans avoir a` transformer de manie`re e´quivalentes mais
plus complexes des hypothe`ses sans pour autant apporter un gain significatif en vitesse ou
en stabilite´ nume´rique). La facilite´ d’expression est aussi un point important en ce qu’elle
conditionnera la vitesse de de´veloppement et donc la facilite´ que nous aurons pour tester
diffe´rents jeux d’hypothe`ses. La gestion du calcul nume´rique peut devenir un proble`me
important, a` la fois pour la vitesse de calcul et pour les proble`mes de stabilite´ nume´rique,
en particulier pour la re´solution des syste`mes d’e´quations diffe´rentielles. Enfin, les outils
d’aide au de´veloppement, comme la pertinence des messages d’erreurs ou l’existence d’ou-
tils de debuggage, sont a` ne pas ne´gliger car ils conditionnent aussi fortement le temps de
de´veloppement du mode`le.
Capacite´ d’expression. Le langage MGS permet d’exprimer directement la plupart
des hypothe`ses que nous avons prises. En fait, il permet meˆme d’exprimer des processus
bien plus complexe ce dont nous avons besoin, comme par exemple les interactions a` plus
de deux e´le´ments, voir a` nombre variable d’e´le´ments.
Seul un proble`me d’imple´mentation (et non de spe´cification) ne permet pas d’expri-
mer directement la division cellulaire. Le proble`me vient de la structure des graphes de
Delaunay. Celle-ci fait partie des collections “newtonienne” de MGS dans lesquelles l’es-
pace e´tant pre´-existant il ne peut eˆtre modifie´ par une transformation. Ainsi, il n’est pas
possible de remplacer une cellule par deux cellules lors d’une transformation. Le proble`me
peut eˆtre contourner en deux transformations. La premie`re, sur le graphe de Delaunay,
calcul quelles cellules doivent se diviser. Avant d’appliquer la seconde transformation, la
structure de Delaunay est oublie´e pour ne garder que l’ensemble des sites. Un ensemble
e´tant une structure leibnizienne, nous pouvons appliquer une transformation re´aliser la di-
vision cellulaire dessus. A` la fin, la structure de Delaunay est recalcule´e a` partir du nouvel
ensemble de sites. Encore une fois, cette limitation est simplement due a` l’imple´mentation
et devrait eˆtre leve´e dans les prochaines version de MGS.
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Un proble`me plus important est lie´ aux perspectives d’e´volution de notre mode`le. En
effet, nous envisageons de passer d’une structure de graphe de Delaunay a` une structure
de graphe topologique plus ge´ne´rale. Or, pour le moment, MGS ne permet pas d’exprimer
l’e´volution structurelle d’un graphe car le remplacement d’un chemin ne suffit pas a` la
spe´cifier et il est ne´cessaire de faire appel a` la notion de couture, qui est bien plus complexe
a` exprimer dans le cas ge´ne´ral.
Facilite´ d’expression. MGS propose d’exprimer les transformations de structures to-
pologiques complexes par des re`gles locales uniquement. C’est une me´thode propre aux
syste`mes de re´e´critures en ge´ne´ral. Or les donne´es dont nous disposons sont aussi expri-
me´es localement en terme d’interaction entre cellules voisines ou en terme d’e´volution
d’une cellule seule. Ainsi, il est aise´ d’exprimer les donne´es dont nous disposons. De plus,
la gestion des cas particuliers ou des conditions aux limites se fait tre`s simplement en
rajoutant des re`gles locales et sans “polluer” l’expression du cas ge´ne´ral.
Re´solution nume´rique. Dans notre mode`le, nous avons eu a` re´soudre des syste`mes
d’e´quations diffe´rentielles ordinaires (ODE, Ordinary Differential Equations). Or les me´-
thodes efficaces de re´solution de tels syste`mes reposent essentiellement sur le calcul ma-
triciel ou sur des optimisations globales (pour revue : Press et al., 1992, chap. 16), ce qu’il
n’est pas possible de faire efficacement avec un langage comme MGS. Des recherches ont
de´ja` e´tait mene´es pour ame´liorer l’efficacite´ de la re´solution des ODE dans le cadre des
L-syste`me (Federl et Prusinkiewicz, 2004), mais leur me´thode repose pour beaucoup sur
la notion d’ordre (ou pre´-ordre) existant dans les se´quences et les arbres et n’est donc
pas applicable, sans recherches supple´mentaires, au proble`me plus ge´ne´ral de la re´solution
sur un graphe. Ainsi, nous sommes limite´s a` une re´solution utilisant la me´thode d’Eu-
ler, qui d’une part ne garantit pas la convergence nume´rique des e´quations a` moins de
diminuer suffisamment le pas utilise´ pour la re´solution, et donc d’augmenter conside´rable-
ment le temps de re´solution. Pour notre proble`me, le temps de re´solution des ODE s’est
ave´re´ critique, et il nous semble donc important de re´fle´chir a` une meilleure technique de
re´solution.
Outils d’aide au de´veloppement. E´tant donne´ le caracte`re expe´rimental de MGS, les
outils d’aide au de´veloppement sont de bonne qualite´. Les messages d’erreurs ne´cessitent
de comprendre un minimum la manie`re dont le langage fonctionne, mais cela ne ne´cessite
qu’un peu de travail. Le proble`me majeur est le manque de localisation des erreurs. Dans
les imple´mentations actuelles, seule la fonction la plus interne ou` se de´roule l’erreur est
connue. C’est le plus souvent insuffisant pour de´terminer le lieu de l’erreur. D’une manie`re
ge´ne´rale, les outils d’aide au de´veloppement disponibles pour un langage expe´rimental et a`
public restreint sont bien moins de´veloppe´s quand pour des langages dont la communaute´
est extreˆmement grande comme Python, Ruby, Java, C++.
Un autre point important dans le de´veloppement est le support de l’e´quipe de de´ve-
loppement ou de la communaute´. Meˆme si l’e´quipe de de´veloppement de MGS est rela-
tivement re´duite, elle est tre`s re´active pour re´pondre aux questions et pour aider quand
des proble`mes se pre´sentent.
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IV.5 Conclusion
La construction de ce mode`le nous a permis d’e´valuer la pertinence de plusieurs choix.
D’une part nous avons pu exprimer assez simplement les connaissances biologiques sur une
structure cellulaire. D’autre part, nous avons pu tester un mode`le de me´canique cellulaire
tre`s simple et ainsi de´gager certaines proprie´te´s qui semblent ne´cessaires a` l’e´tablissement
d’une phyllotaxie correcte.
Le mode`le me´canique que nous proposons permet de simuler une croissance du tissus
par la croissance locale des cellules et l’insertion de nouvelles cellules par division cellulaire.
Ainsi, nous avons re´ussit a` exprimer l’e´volution physiologique des cellules sans eˆtre inti-
mement lie´ a` la structure locale du complexe cellulaire. Ensuite, meˆme si le de´placement
n’est pas le de´placement ide´al tel que mode´lise´ dans les mode`les de´crit en section I.2.2, il
respecte en moyenne les contraintes que nous avions fixe´es. Toutefois, le bruit semble trop
important pour que la combinaison de ce mode`le me´canique et le mode`le physiologique
produise un phyllotaxie correcte. Il s’ave`re donc ne´cessaire de travailler sur la nature de ce
bruit et sur les moyens de le re´duire suffisamment pour obtenir une phyllotaxie correcte.
Quant au mode`le physiologique, il donne des re´sultats tre`s satisfaisant. Ces re´sultats
encourageants nous invitent a` e´tudier plus en de´tail les proprie´te´s de ce mode`le pour
e´ventuellement l’ame´liorer, et surtout pour de´terminer les contraintes qu’il impose au
mode`le me´canique pour pouvoir fonctionner correctement.
Chapitre V
Imple´mentation
Pendant cette the`se, deux logiciels ont e´te´ inte´gralement conc¸us pour inte´grer les dif-
fe´rentes techniques informatiques de´crites dans cet ouvrage. Le premier est appele´ Merry-
proj et imple´mente les techniques de´crites au chapitre II pour la reconstruction de l’image
du me´riste`me vue de dessus. Le second est appele´ Merrysim et imple´mente les autres
techniques originales de cette the`se.
V.1 Le projet ALEA
ALEA est un projet ayant pour objectif la cre´ation d’un atelier logiciel pour l’e´tude
et la mode´lisation des plantes (Pradal et al., 2004). C’est d’abord le REA (Re´seau E´co-
physiologie de l’Arbre) de l’INRA qui a finance´ le projet, puis l’INRIA par l’interme´diaire
du projet Virtual Plants.
ALEA a pour ambition majeure de fournir un cadre de de´veloppement et d’exe´cution
pour de´velopper des mode`les de plante. Ceci implique la de´finition d’interfaces pour les
structures de donne´es communes, l’existence d’un bus logiciel pour faire communiquer les
composants et enfin une interface graphique homoge`ne pour l’utilisateur. ALEA a aussi
pour but de faciliter l’acce`s aux outils informatique pour des biologistes en leur permet-
tant notamment de construire leurs mode`les en assemblant les mode`les et les algorithmes
existant.
En tant que projet destine´ a` inte´grer la plate-forme ALEA et e´tant au cœur de l’e´quipe
de´veloppant la plate-forme, Merrysim et Merryproj ont servi de plate-forme de test pour
un certain nombre de techniques de de´veloppement. Aussi, certains choix s’expliquent
dans le cadre plus large de ce projet et non dans le cadre plus restreint de cette the`se.
V.2 Merrysim
Merrysim est le logiciel principal de´veloppe´ pendant cette the`se. Il inte`gre :
– un ensemble d’interfaces graphiques de saisies ;
– un interpre´teur permettant d’acce´der interactivement aux objets saisis ou en cours
de saisie, de les modifier et les analyser ;
– des structures de donne´es de´die´es ;
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– des algorithmes d’extraction et d’analyse de donne´es ;
– des outils de repre´sentation des donne´es;
– un moteur de simulation.
En plus de ces outils, Merrysim permet d’acce´der a` de nombreuses bibliothe`ques de´-
veloppe´es pour le langage Python, soit des bibliothe`ques de´veloppe´es au sein de l’e´quipe
Virtual Plants (PlantGL, amlPy), soit dans la communaute´ Python (SciPy, Gnuplot, . . .).
Le re´sultat est une plate-forme logicielle de´die´e a` l’e´tude du me´riste`me, utilisant les
possibilite´s du langage Python pour faire interagir des bibliothe`ques de´veloppe´es par des
e´quipes diffe´rentes dans des langages diffe´rents.
Par rapport au projet ALEA, Merrysim est bien moins ambitieux. Il n’y a pas eu
de recherche mene´e pour facilite´ l’inte´gration des bibliothe`ques diverses au-dela` de ce
que propose le langage Python, il n’y a pas eu de proble`mes de structures de donne´es
a` multiples imple´mentations, et enfin il n’y a qu’un seul de´veloppeur pour l’application
principale, ce qui e´vite les proble`mes de de´veloppements concurrents. Toutefois, puisque
d’une part Merrysim est destine´ a` fusionner avec la plate-forme ALEA et d’autre part il
a e´te´ de´veloppe´ au sein de l’e´quipe en charge d’ALEA, son de´veloppement a permit de
tester des outils et des techniques qui seront utiles a` la plate-forme ALEA.
V.2.1 Architecture ge´ne´rale
Au cœur de l’application Merrysim, le noyau est forme´ d’un ensemble de structures de
donne´es et d’algorithmes e´crits en C++ (voir figure V.1). Il est rendu accessible depuis le
langage Python par l’interme´diaire d’une extension au langage Python e´crite a` l’aide de
la bibliothe`que Boost.Python (Abrahams, 2003).
Pour faciliter la construction des structures de donne´es a` partir des donne´es biolo-
giques, Merrysim propose une interface homme-machine (IHM) graphique. Elle se compose
d’un ensemble d’interfaces de saisie base´es sur les structures et algorithmes disponibles
dans le noyau (voir section V.2.2). L’IHM permet d’e´diter simultane´ment plusieurs objets
et de les lire/e´crire dans des fichiers. Elle est aussi pre´vue pour eˆtre facilement extensible
en C++ en proposant notamment un objet ge´ne´rique d’affichage de tissus cellulaire 2D.
L’IHM embarque aussi un interpre´teur Python permettant d’acce´der directement d’une
part aux objets en cours d’e´dition, et d’autre part a` l’interface elle-meˆme.
V.2.2 Interfaces de saisie
Les interfaces de saisies fonctionnent toutes sur le meˆme principe. La saisie est re´alise´e
a` partir d’un objet observe´ non modifiable. L’objet de travail est construit au fur et a`
mesure de la saisie en surimpression sur l’objet observe´. Si l’objet observe´ est modifie´ par
ailleurs, il faut recharger l’objet de travail qui conservera autant que possible ce qui a
e´te´ fait mais qui de´truira les informations devenues inexploitables (par exemple, si une
cellule est supprime´e, les liens cre´e´s depuis ou vers cette cellule seront supprime´s aussi au
chargement).
Sur ce principe, cinq interfaces de saisies ont e´te´ re´alise´es :
1. saisie des cellules du me´riste`me par les paroi (objet observe´ : image du me´riste`me)
(voir figure V.2)
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Fig. V.1: Architecture globale de Merrysim
Merrysim est construit de fac¸on a pouvoir interagir d’une part avec n’importe quel module
accessible depuis un interpre´teur Python standard et d’autre part avec des scripts MGS
pourvu que les objets cre´e´s puissent eˆtre envoye´s a` Python (voir section V.3).
La ligne en pointille´ se´pare deux programmes diffe´rents, ce qui implique un syste`me de
communication inter-processus pour traverser cette ligne et un syste`me intra-processus
pour les autres syste`mes de communication.
Les travaux re´alise´s spe´cifiquement pendant ce projet sont indique´s par des cadres en
traits e´pais, les e´clairs indiquant les e´le´ments particulie`rement de´licats a` re´aliser.
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Fig. V.2: Interface de saisie des parois cellulaires. Cette interface permet de
de´finir les vertex des cellules (i.e. les points communs a` trois cellules), et de les grouper
par cellules. La forme de la cellule est automatiquement de´duite de l’ensemble non-ordonne´
des vertex (voir chapitre II).
2. saisie des cellules du me´riste`me par les centro¨ıdes (objet observe´ : image du me´ris-
te`me) (voir figure V.3)
3. saisie des cellules sœurs dans le me´riste`me (objet observe´ : me´riste`me digitalise´ et
image du me´riste`me) (voir figure V.4)
4. liens entre les cellules (objet observe´ : me´riste`me digitalise´ et image du me´riste`me)
(voir figure V.5)
5. filiations cellulaires (objet observe´ : vues d’un me´riste`me a` deux instants successifs)
(voir figure V.6)
Les interfaces 2 a` 5 sont toutes base´es sur un meˆme objet permettant de repre´senter
un tissus cellulaire en 2D (cet objet est pre´sent deux fois pour la filiation cellulaire: une
fois pour chaque me´riste`me).
En plus de pre´senter un tissus cellulaire 2D, cet objet notifie le syste`me des actions de
l’utilisateur sur sa feneˆtre. En particulier, les actions pre´vues sont : clique, passage sur une
cellule ou un vertex, de´placement de la souris, de´placement d’un centre de cellule, clique
sur un point vide. En fonction de l’interface, le traitement re´alise´ sur ces actions n’est pas le
meˆme. La de´connexion entre l’affichage et les re´actions aux actions de l’utilisateur a permis
de re´utiliser un unique objet dans 4 interfaces travaillant sur des objets diffe´rents tout en
gardant un maximum de cohe´rence a` travers ces interfaces. Par exemple, la validation se
fait toujours de la meˆme fac¸on, par un clique droit, car c’est une abstraction propose´e par
l’objet de visualisation, mais ce que fait une validation est diffe´rent dans chaque cas.
Meˆme si les donne´es recueillies par les diffe´rentes interfaces ne sont pas les meˆmes,
elles reposent toutes sur une structure de donne´e commune permettant de repre´senter les
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Fig. V.3: Interface de saisie des cellules par leurs centro¨ıdes. Cette interface
permet de de´finir les cellules en spe´cifiant les centro¨ıdes qui serviront a` calculer les domaines
de Dirichlet et le graphe de Delaunay associe´ (voir section IV.1.1). Les points rouges sont
les centro¨ıdes des ancres.
Fig. V.4: Interface de saisie des cellules soeurs Les parois dessine´es en jaunes
se´parent deux cellules sœurs.
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Fig. V.5: Interface de saisie des liens entre cellules voisines. Cette interface
permet de saisir des liens de nature et de se´mantique diffe´rentes (comme par exemple, les
diffe´rents niveaux de confiances accorde´s au positionnement de la prote´ine PIN1). Il ne
peut exister qu’un seul arc ayant meˆme source et destination, quel que soit le type de lien.
Fig. V.6: Interface de saisie de la filiation cellulaire. Dans cette interface, la
feneˆtre de gauche montre un me´riste`me au temps t et la feneˆtre de droit le meˆme me´riste`me
au temps t+dt. Les cellules au temps t+dt ayant meˆme me`re au temps t sont repre´sente´es
avec la meˆme couleur.
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tissus cellulaires en 2D. Nous allons donc maintenant expliquer le fonctionnement de ces
objets.
Extensibilite´ et modularite´ des interfaces de saisies. Par rapport a` leur concep-
tion, les interfaces de saisies peuvent eˆtre scinde´es en trois groupes :
1. la saisie des cellules sœurs, des liens entre cellules et des me´riste`mes par les cen-
tro¨ıdes ;
2. la saisie des ligne´es cellulaire ;
3. la saisie d’un me´riste`me par les parois.
Les interfaces du premier groupe sont toutes base´es sur une meˆme classe Meristem qui
permet de repre´senter un me´riste`me et qui est conc¸ue pour eˆtre facilement e´tendue par
de´rivation. Cette classe est un widget? Qt et n’est que tre`s peu lie´e au reste de l’interface
graphique de Merrysim. L’ajout d’une interface dans cette cate´gorie est une ope´ration
relativement simple. Il faut d’abord cre´er une classe fille de Meristem et rede´finir quelques
me´thodes utilitaires dont les me´thodes d’affichage. Il y a deux me´thodes d’affichage : la
premie`re est celle standard dans Qt (paint_event) et sert a` dessiner les objets mobiles ou
temporaires directement dans le widget ; la seconde s’appelle Redraw et sert a` dessiner les
e´le´ments persistant du dessin dans un buffer. Ces deux me´thodes sont de´ja` imple´mente´es
dans la classe Meristem pour l’affichage du me´riste`me lui-meˆme ainsi que pour les outils
de se´lection. Ensuite, il est ne´cessaire de modifier la classe EditSingle qui permet de
regrouper tous les e´diteurs de cette cate´gorie. Une seule me´thode de cette classe est a`
modifier : cette me´thode (load_meristem) est la seule a` de´pendre effectivement de la
liste des classes existantes. Enfin, il faut rajouter les e´le´ments d’interface dans le menu
de cre´ation d’un nouvel objet et dans la liste des actions pour charger un objet existant.
Pour une interface relativement simple comme celle permettant de saisir les cellules sœur,
la cre´ation de l’interface graphique implique l’e´criture d’environ 300 lignes de code C++
et a ne´cessite´ environ une journe´e de travail (il avait fallu deux jours en comptant la
cre´ation des structures de donne´es, du format de sauvegarde et les tests de l’ensemble).
Il faut toutefois noter que l’ajout d’une nouvelle classe ne´cessite d’intervenir dans du
code existant, meˆme s’il est bien circonscrit. Ainsi, il n’est pas possible par ce moyen
de rajouter dynamiquement des interfaces de saisies. Quant a` l’extraction des classes
e´tendant Meristem, elle est relativement aise´ car la partie de code lie´e a` Merrysim est
bien circonscrite. Toutefois, cela demandera plus de travail que pour la classe Meristem
elle-meˆme.
Les deux autres groupes sont des interfaces ad hoc, meˆme si l’interface de saisie des
ligne´es cellulaires est aussi base´e sur la classe Meristem instancie´e deux fois : une fois par
repre´sentation de me´riste`me. Ces classes sont bien plus de´pendantes de l’interface gra-
phique de Merrysim et l’extraction sera probablement plus difficile que pour les interfaces
du premier groupe.
V.2.3 Le noyau
Les objets principaux du noyau sont les graphes et les graphes cellulaires. Aussi nous
commencerons par les de´crire. Ensuite, nous verrons un certain nombre d’objets et d’al-
gorithmes pre´sents dans le noyau.
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V.2.3.1 Graphes
La classe de graphe est la pierre angulaire de l’application Merrysim. C’est la structure
de donne´e la plus utilise´e sur laquelle repose toutes les interfaces de saisie et pratiquement
tous les algorithmes.
Pour la conception de la bibliothe`que de graphe les contraintes e´taient :
– e´dition des graphes en temps constant (ajout/suppression des arcs et des nœuds) ;
– taille me´moire raisonnable ;
– possibilite´ d’associer plusieurs classes d’arcs a` un meˆme ensemble de nœuds ;
– facilite´ de cre´ation de types d’arcs ;
– interface Python ;
– extensible en C++ ;
– respect des interfaces propose´es par le projet ALEA (voir annexe A) et la Boost
Graph Library.
Pour permettre plusieurs classes d’arcs (i.e. plusieurs graphes utilisant le meˆme en-
semble de vertex), chaque classe d’arc ayant des proprie´te´s diffe´rentes, l’objet principal
(une instance de la classe Graph) maintient la liste des classes d’arcs dont il a besoin (des
instances de la classe GraphLink). Par la suite, l’objet principal fonctionne par de´le´gation?
pour les fonctions qui font intervenir les arcs. La de´signation de l’objet de destination peut
eˆtre faite par deux moyens: soit en spe´cifiant le dernier argument optionnel qui est toujours
l’identifiant de la classe d’arc a` utiliser, soit en spe´cifiant la classe d’arc courante avant
l’appel des fonctions. L’existence d’une classe d’arc courante spe´cifiable est indispensable
pour une compatibilite´ avec les interfaces de ALEA et de la BGL car elles ne pre´voient a`
aucun moment l’existence de plusieurs classes d’arcs.
Une des difficulte´ e´tait de permettre a` la fois la cre´ation de nouveaux types d’arcs
en e´vitant la redondance de code et l’exportation en Python. Une approche en C++ pur
aurait consiste´ en l’utilisation de patrons? de classes instancie´s pour les diffe´rents types
d’arcs. Mais les patrons de classe ne sont pas exportable en Python (seul les patrons ins-
tancie´s le sont). Nous avons alors choisi d’utiliser la de´rivation et le polymorphisme? pour
de´coupler l’interface de l’imple´mentation. Le polymorphisme est lui aussi proble´matique
car il impose l’usage de pointeurs ou de re´fe´rences. D’une part les re´fe´rences ne sont pas
exportable en Python, et d’autre part les pointeurs ne sont pas pratique d’utilisation (il
est ne´cessaire de les de´re´fe´rencer pour les utiliser). Nous avons donc choisi d’utiliser des
proxy? pour utiliser des pointeurs tout en donnant l’illusion d’utiliser directement l’objet
lui-meˆme.
Cette abstraction a permis d’imple´menter six classes d’arcs ayant des proprie´te´s diffe´-
rentes :
1. des arcs dirige´s : classe DirectedLink
2. des arcs non-dirige´s : classe UndirectedLink
3. des arcs dirige´s sans doublon : classe UniqDirectedLink
4. des arcs non-dirige´s sans doublon : classe UniqUndirectedLink
5. des arcs construisant le graphe de Delaunay : classe DelaunayLink
6. des arcs construisant le co-graphe d’une autre classe d’arc : classe CographLink
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Extensibilite´ des classes de graphe. Pour notre classe de graphe, l’extensibilite´
concerne la cre´ation d’un nouveau type d’arc. La structure de la bibliothe`que est telle
qu’il suffit de de´river de la classe GraphLink qui de´finit l’ensemble des me´thodes qui
peuvent eˆtre imple´mente´es dans une classe d’arc. Toutes les me´thodes ont une imple´men-
tation par de´faut qui le`ve une exception indiquant qu’elle n’est pas imple´mente´e dans les
classes de base. Ainsi, il suffit d’imple´menter les me´thodes pertinentes sans se pre´occuper
des autres me´thodes (par exemple, une classe de graphe non-modifiable n’imple´mentera
simplement pas les me´thodes d’ajout et suppression d’arcs). L’utilisation de proxy? et de
polymorphisme? permet d’e´tendre les classes d’arc dynamiquement. Ainsi, si un module
d’extension Python imple´mente une nouvelle classe d’arc, il suffit de le charger et la classe
est utilisable a` l’exe´cution. Inversement, aucune imple´mentation n’est ne´cessaire a` l’utili-
sation de la bibliothe`que. Dans un cas extreˆme, il serait possible de ne proposer aucune
classe d’arc et de laisser l’utilisateur charger, par l’interme´diaire de modules, celles dont
il a besoin.
Gestion des proprie´te´s sur les graphes. La gestion des proprie´te´s sur une structure
est une ope´ration complexe. La Boost Graph Library propose une solution a` travers son
concept? de “Property Graph”. Ce concept repose lui-meˆme sur une autre bibliothe`que
du projet Boost, la Boost Property Map Library (BPML ; Siek et al., 2001, chap. 15)
qui a e´te´ extrait de la Boost Graph Library. Les proprie´te´s de´finies par cette bibliothe`que
reposent sur deux fonctions get et put, respectivement pour re´cupe´rer et e´crire une valeur
associe´e a` un e´le´ment de la structure. Toutefois, la difficulte´ du proble`me n’est pas la
cre´ation, la modification et la re´cupe´ration de valeurs mais la suppression. Si la structure
est dynamique et les donne´es attache´es aux e´le´ments volumineuses, il devient pre´ponde´rant
de pouvoir effacer les donne´es en meˆme temps que les e´le´ments. C’est un proble`me qui
n’a malheureusement pas e´te´ adresse´ par la BPML, aussi nous ne l’avons pas utilise´e pour
ge´rer les proprie´te´s de nos graphes. Toutefois, la conception de la BPML permet d’utiliser
les algorithmes reposant dessus pourvu que les fonctions get et put puissent eˆtre fournit,
ce qui devrait toujours eˆtre le cas pour des proprie´te´s.
L’imple´mentation des graphes de Merrysim ne propose pas de gestion centralise´e des
proprie´te´s. La solution retenue est de rele´guer la gestion des proprie´te´s aux classes filles
qui connaˆıtront la liste des proprie´te´s a` maintenir et auront la charge de rede´finir les
me´thodes d’e´dition des nœuds et des arcs pour mettre a` jour les proprie´te´s.
V.2.3.2 Graphes cellulaires
Comme nous l’avons vu, la bibliothe`que de graphe ne propose pas de gestion centralise´e
des proprie´te´s. Les graphes cellulaires sont des graphes augmente´s de proprie´te´s sur les
nœuds, a` savoir leur localisation et la forme de la cellule associe´e. Ainsi, ils s’occupent
de la cre´ation, l’affectation et la suppression des donne´es pour chaque modification de la
structure de graphe. Deux types de graphes cellulaires coexistent : d’un coˆte´ les graphes
cellulaires 2D et d’un autre les graphes cellulaires 3D. Les premier sont utilise´s pour la
saisie et les analyses 2D, les second sont utilise´s pour la reconstruction 3D des me´riste`mes
et pour les simulations.
Les deux classes de graphes sont pratiquement identiques, a` ceci pre`s que la` ou` les
graphes cellulaires 3D renvoient des positions en 3D, les graphes 2D renvoient des positions
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en 2D. Sinon leurs interfaces sont identiques et elles de´rivent toutes deux de la classe de
graphe de´crite dans la section suivante.
En plus des notions classiques d’un graphe, elles de´finissent la notion de cellules ex-
te´rieurs (i.e. les ancres), de position des centro¨ıdes et de polygone de´crivant la ge´ome´trie
d’une cellule.
Quand la saisie est re´alise´e a` partir de parois, le graphe cellulaire 2D contient en plus
un autre graphe qui relie les vertex. Dans ce graphe, les nœuds sont les vertex et les arcs
sont les parois cellulaires. C’est ce graphe qui est construit par l’interface de saisie par
les parois, le graphe des cellules e´tant calcule´ a` partir du graphe des vertex (voir section
II.3.2.2).
V.2.3.3 Autres structures de donne´es
En plus des graphes et des graphes cellulaires, le noyau contient un ensemble d’al-
gorithmes et de structures, de´die´s principalement a` la ge´ome´trie algorithmique et aux
graphes. Ainsi, il inte`gre des algorithmes pour le calcul de surfaces, pour le remplissage
de grille, pour la coloration de graphes. . .
V.2.4 Inte´gration d’un interpre´teur
Pour pouvoir analyser et modifier les structures de donne´es cre´e´es a` partir des inter-
faces, nous avons choisi d’inclure un interpre´teur interactif Python au programme (voir
figure V.7). Cet interpre´teur est relie´ a` une feneˆtre re´alisant la boucle“Lecture-E´valuation-
Affichage” (REPL pour “Read-Eval-Print Loop”).
L’utilisation de Python dans un programme requiert un travail non ne´gligeable de
la part du de´veloppeur. Heureusement il existe des outils pour faciliter la cre´ation des
modules d’extension Python, mais nous verrons quelques points particuliers a` prendre en
compte. Par contre, il n’existe pas d’outils permettant d’inte´grer facilement un interpre´-
teur interactif et de nombreux proble`mes apparaissent, notamment pour l’interaction avec
l’interface graphique.
Comme nous voulions garder le controˆle de l’interface graphique y compris pendant
le fonctionnement de scripts python, nous avons choisi de lancer l’interpre´teur dans un
thread diffe´rent de celui de l’IHM. Il devient donc ne´cessaire de pre´voir un me´canisme de
communication entre le thread graphique et le thread Python pour permettre l’interaction
entre les deux et aussi de prendre en compte le multi-threading lors de la cre´ation des
modules Python.
V.2.4.1 Module d’extension de Python
L’interface Python/C++ consiste en une se´rie de modules de´clarant a` Python les
diffe´rentes structures de donne´es auxquelles on de´sire acce´der. Pour cela, nous avons utilise´
Boost.Python, bibliothe`que entie`rement en C++ qui propose un ensemble de patrons?
de classes et de fonctions pour de´clarer les fonctions a` exporter. Entre autres choses,
Boost.Python prends en charge les proble`mes de surcharge de fonction, de ve´rification de
type, de traduction d’exception C++ en exceptions Python. Aussi, Boost.Python propose
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Fig. V.7: Interface de l’interpre´teur Python embarque´ dans Merrysim.
L’interface est compose´e de deux feneˆtres. Celle du dessus est la feneˆtre d’historique. Les
commandes utilisateurs apparaissent en bleu pre´ce´de´e de chevrons. La sortie standard
du script Python est affiche´e en vert et la sortie d’erreur en rouge. Le feneˆtre du bas
est une zone d’e´dition dans laquelle l’utilisateur entre des instructions Python. Enfin, la
barre d’e´tat affiche une icoˆne et un texte indiquant l’e´tat de l’interpre´teur et un menu
configurable permet a` l’utilisateur d’acce´der rapidement aux commandes classiques.
des me´canismes permettant d’e´tendre les classes C++ en Python et d’utiliser des objets
Python depuis le C++.
Pour permettre l’extension des objets C++ en Python, deux me´thodes ont e´te´ utilise´es.
Dans le cas ou` l’objet C++ est l’instance d’un patron? (de classe ou de fonction), un objet
spe´cial est cre´e´ qui encapsule un objet Python et appelle ses me´thodes depuis le C++
en utilisant l’interface de Boost.Python. Dans le cas ou` l’objet C++ est pre´vu pour eˆtre
de´rive´, alors la classe encapsulant l’objet C++ pour Python utilise les me´canismes pre´vus
par Boost.Python pour appeler les fonctions e´ventuellement re´e´crites en Python.
Interface Python de la bibliothe`que de graphes. La bibliothe`que de graphe e´tant
au centre de l’application Merrysim, elle est exporte´e de fac¸on a eˆtre entie`rement utilisable
depuis Python. De plus, le support du pickling (i.e. le syste`me de persistance propose´ en
standard par Python) a e´te´ ajoute´ pour permettre le dialogue avec MGS (voir section
V.3.1).
En ce qui concerne les possibilite´s d’extension de la bibliothe`que en Python, c¸a n’est
que partiellement fait pour l’instant. Ainsi, il n’est pas possible de cre´er une nouvelle classe
d’arc entie`rement en Python. Rendre la cre´ation possible ne serait pas tre`s difficile (c’est
pre´vu pour) mais relativement long et fastidieux car le nombre de me´thodes est important
et nous ne disposons pas d’outils permettant d’automatiser cette taˆche.
Il y a tout de meˆme un e´le´ment qui a e´te´ exporte´ en Python de fac¸on a` eˆtre rede´finis-
sable, c’est la classe d’arc correspondant au graphe de Delaunay. Pour que ce soit faisable
facilement, le parame´trage de la classe se fait par polymorphisme sur des classes utilitaires
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plutoˆt que par instanciation de patron de classe. Les classes utilitaires ont e´te´ exporte´es
en Python de fac¸on a` pouvoir en he´riter et a` utiliser les classes filles e´crites en Python en
lieu et place des classes C++.
Au final, il serait bien, dans un avenir proche, d’e´tendre l’interface Python de la biblio-
the`que de graphe de fac¸on a` pouvoir de´finir des classes d’arcs indiffe´remment en Python ou
en C++ et pouvoir les utiliser depuis les deux langages indiffe´remment. Mais l’imple´men-
tation actuelle permet de´ja` d’utiliser inte´gralement, depuis Python, les classes existantes
sans aucune limitation par rapport a` une utilisation depuis le C++.
V.2.4.2 Interface Python/Qt
Comme nous l’avons vu dans la section pre´ce´dente, l’interpre´teur Python est exe´cute´
dans un thread distinct de celui de l’application principale. C’est une me´thode classique
pour laisser l’acce`s a` l’interface graphique alors que des calculs e´ventuellement longs sont
en cours. Ainsi, du fait de la structure de l’interpre´teur, toute commande Python doit
eˆtre exe´cute´e exclusivement dans le thread de l’interpre´teur ou depuis un thread cre´e´
par l’interpre´teur Python. Syme´triquement, toute action graphique doit eˆtre exe´cute´e
exclusivement dans le thread principal de l’application : c’est une contrainte partage´e par
toute les bibliothe`ques graphiques actuelles.
Dans Merrysim, il est possible d’envoyer des commandes a` l’interface graphique depuis
l’interpre´teur Python. Notamment, si l’utilisateur modifie une structure de donne´e en cours
d’e´dition depuis l’interpre´teur, il doit informer l’interface de saisie qu’il est ne´cessaire de
redessiner la structure pour prendre en compte les modifications. Nous avons donc un
proble`me sur le lieu d’exe´cution de la requeˆte, car la commande Python pour redessiner
doit ne´cessairement eˆtre exe´cute´e dans le thread Python, mais la commande d’affichage
C++ doit, elle, eˆtre exe´cute´e depuis le thread principal de l’application.
Pour re´soudre ce proble`me, nous avons de´veloppe´ un syste`me d’appel de fonction
de´porte´ pour la bibliothe`que Qt afin de garantir l’exe´cution d’une fonction (ou me´thode)
depuis le thread principal de Qt. Par rapport a` ce que propose la bibliothe`que Qt, notre
syste`me ajoute la re´cupe´ration de la valeur de retour et la transmission des exceptions qui
ont e´te´ leve´es durant l’exe´cution de la commande. En pratique, les exceptions sont toutes
intercepte´es et une exception est syste´matiquement leve´e dans le thread appelant, mais
seules les exceptions de´rivant de la classe ThreadedException, que nous avons de´finie,
sont effectivement transmises (i.e. les autres le`vent une exception standard diffe´rente de
l’exception originale).
V.2.4.3 Interface entre l’IHM et Python
Comme nous l’avons vu, l’IHM inte`gre une interface pour envoyer des commandes a`
l’interpre´teur Python embarque´ et remplacer les entre´es/sorties standard des scripts.
Le syste`me permettant d’envoyer des commandes a` exe´cuter a` l’interpre´teur python
est simplement une file combine´e a` un se´maphore dans un mode`le producteur / consom-
mateur. Une commande pouvant eˆtre soit une chaˆıne de caracte`re a` exe´cuter, soit un
objet python se comportant comme une fonction (i.e. contenant une me´thode __call__)
il est possible de cre´er un objet C++ avec en parame`tre une fonction Python. Merrysim
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propose une me´thode pour garantir l’exe´cution de la fonction dans le thread principal de
l’interpre´teur Python.
Le remplacement des sorties standards et d’erreur se fait en cre´ant des pipes? qui
remplacent les descripteurs de sorties inclus dans le module sys de Python. Il aurait e´te´
possible de remplacer comple`tement les entre´es/sorties standard du programme Merry-
sim mais nous n’avons pas retenu cette solution pour se´parer les entre´es/sorties Python
des autres. Pour les entre´es, Python utilise deux fonctions pre´de´finies appele´es input et
raw_input. Nous les avons rede´finies et elle placent l’interface de l’interpre´teur en attente
d’entre´es qui, au lieu d’eˆtre envoye´es a` l’interpre´teur Python comme commande, sont alors
renvoye´es comme valeur de retour de ces fonctions.
V.2.5 Persistance des objets
La persistance des objets a e´te´ ge´re´e diffe´remment pour les objets cre´e´s par les inter-
faces de saisies et pour les re´sultats d’analyses ou les objets augmente´s depuis Python.
Dans le premier cas, une classe imple´mentant le design pattern? de la factory? s’occupe
de la sauvegarde et la lecture dans un format texte lisible de chacun des cinq types de
fichier (me´riste`me saisi par les parois, me´riste`me saisi par les centres, cellules soeurs,
position de la prote´ine PIN1, suivi dans le temps). Chaque fichier commence par une ligne
de description du contenu puis contenant un nume´ro de version. Ainsi, il est possible de
changer le format sans perdre les anciens fichiers.
Pour les objets cre´e´s (ou modifie´s) depuis Python, nous avons choisi d’utiliser le sys-
te`me de persistance de Python : le pickling. Ce syste`me repose sur une machine a` pile
spe´cialise´e dans la construction d’objets. La sauvegarde consiste en l’e´criture d’un pro-
gramme qui, exe´cute´ sur la machine de pickling, recre´era tous les objets. C’est le syste`me
recommande´ sur les listes de diffusion Python. Le principal avantage de ce syste`me est de
permettre la sauvegarde de tout objet Python pur et d’eˆtre supporte´ par Boost.Python
(i.e. la bibliothe`que propose des fonctions facilitant le pickling des objets C++ exporte´s
en Python). Par contre, pour la suite, il serait souhaitable de rechercher une me´thode plus
comple`te car le pickling utilise´ “tel quel” est trop de´pendant de la structure du programme
(par exemple, la structure des modules ne doit pas changer pour pouvoir relire un fichier)
et il n’y a pas de gestion de version. Enfin, le langage choisi est tel qu’il est difficilement
lisible par un humain sans eˆtre tre`s facile a` lire pour un programme (i.e. sans l’exe´cuter
sur une vrai machine a` pile). Il est donc tre`s difficile d’intervenir sur ces fichiers une fois
cre´e´s, ce qui pose des proble`mes en cas de changement de structure du programme.
V.2.6 Choix des outils
V.2.6.1 Les langages
Le choix des langages utilise´s pour le de´veloppement des logiciels Merrysim et Merry-
proj a e´te´ guide´ par trois facteurs : rapidite´ de de´veloppement, efficacite´ a` l’exe´cution et
connaissance a priori du langage, et bien suˆr l’ade´quation dans le projet ALEA.
Lors de la re´flexion sur le choix du langage a` utiliser, nous avons distingue´ quatre
usages ne´cessitant e´ventuellement des langages diffe´rents :
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(i) le langage de script?
Nous avons besoin d’un langage a` prise en main rapide, dynamique, qui ne ne´cessite
pas de cycle explicite de compilation (i.e. interpre´te´ ou compile´ a` la vole´e) et pour
lequel il existe un interpre´teur (ou un JIT?). Il doit eˆtre facilement extensible, si
possible dans diffe´rent langages, pour rendre accessible nos structures de donne´es
depuis ce langage. Enfin, il est plus que souhaitable que la communaute´ supportant
le langage soit importante et active de fac¸on a` be´ne´ficier d’une large palette d’outils.
(ii) l’architecture globale et l’interface graphique
Le proble`me principal est la stabilite´ et la facilite´ d’imple´mentation de l’architec-
ture. Ainsi, la familiarite´ avec le langage utilise´ devient tre`s importante pour e´viter
les erreurs d’incompatibilite´ entre langage et architecture, car il est primordial que
l’architecture soit fiable et raisonnable pour construire l’application.
(iii) les algorithmes couˆteux en temps de calcul
Le premier crite`re est la vitesse d’exe´cution. Ainsi, on favorisera les langages compi-
le´s efficaces. Toutefois, nous chercherons tout de meˆme un compromis entre vitesse
d’exe´cution et familiarite´ avec le langage.
(iv) le moteur de simulation
L’objectif principal d’un langage pour la simulation est la facilite´ d’expression des
hypothe`ses dans le langage. La rapidite´ peut toutefois devenir un crite`re important
en fonction des mode`les imple´mente´s.
(i) Le langage de script? e´tant au cœur de la plate-forme ALEA, la re´flexion a e´te´
mene´e au niveau du projet et non de la the`se. En plus des crite`res choisis pour le projet,
il devait eˆtre facile d’acce`s pour des biologistes. Le langage Python (van Rossum, 2005)
re´pondant correctement a` ces crite`res, il a e´te´ choisi pour le langage de script. Les points
forts reconnus de Python sont la facilite´ d’apprentissage, sa tre`s large communaute´ et le
grand nombre de bibliothe`ques disponibles.
(ii) Lors du choix de l’architecture globale de Merrysim, l’argument de´terminant a e´te´
ma familiarite´ avec le C++ et mes expe´riences passe´es dans l’architecture d’applications
e´crites en C++. C’est donc le langage qui a e´te´ choisi pour l’architecture. Quant a` l’in-
terface graphique, l’existence de la bibliothe`que Qt Trolltech, e´crite en C++ et reconnue
comme une des meilleurs bibliothe`ques graphiques, renforce ce choix.
(iii) Pour le de´veloppement des algorithmes couˆteux en temps de calcul (par exemple
pour le traitement d’image), du fait de l’architecture objet du logiciel, de la facilite´ a`
utiliser les tre`s nombreuses librairies e´crites en C et pour ne pas multiplier inutilement les
langages, il a e´te´ de´cide´ d’utiliser le C++.
(iv) Enfin, pour le moteur de simulation, un objectif supple´mentaire e´tait d’e´valuer
l’utilisation d’un langage de´die´ a` la mode´lisation des syste`mes dynamiques a` structure dy-
namique. Le choix s’est porte´ vers MGS (voir section IV.2 ; Giavitto et Michel, 2001b) qui
est un langage fonctionnel de´claratif. De´ja` avec des structures plus simples, des langages
de´claratifs tels que les L-syste`mes ont de´montre´ leur inte´reˆt, car les mode`les sont le plus
souvent exprime´s par des de´clarations locales du comportement. Aussi l’existence de colla-




Les bibliothe`ques utilise´es ont e´te´ choisie principalement sur trois crite`res : la qualite´
de l’imple´mentation et de l’interface, la facilite´ d’utilisation et la communaute´ autour de
la bibliothe`que. Par ailleurs, toutes les bibliothe`ques utilise´es devaient eˆtre compatible
avec une licence de distribution libre pour Merrysim.




4. le calcul scientifique
5. le calcul statistique
6. la manipulation d’images
L’interface graphique. Pour l’interface graphique, les choix envisage´s ont e´te´ : GTK+
(website GTK+), Qt (Trolltech) et wxWidgets (website wxWidget; Smart et al., 2005).
Ces bibliothe`ques sont les trois bibliothe`ques compatibles avec une licence libre?, avec de
nombreux utilisateurs, multi-plate-forme (i.e. elles existent pour Linux/X11, Windows et
MacOS X) et disponibles a` la fois en C++ et en Python.
GTK+ est une bibliothe`que e´crite en C qui est re´pute´e pour la qualite´ de sa concep-
tion. Elle a e´te´ cre´e´e en 1996 comme remplacement a` Motif pour le logiciel de dessin “the
GIMP” (website The Gimp). Mais c’est maintenant une bibliothe`que tre`s largement utili-
se´e, notamment par le projet GNOME (website GNOME). Il existe des interfaces a` GTK+
pour de nombreux langages, et notamment pour le C++ avec GTKmm (website Gtkmm)
et Python avec PyGTK (website PyGTK). GTK+ dispose d’un cre´ateur d’interface gra-
phique appele´ Glade qui produit des fichiers XML inde´pendant du langage qui sera utilise´
pour l’application.
Qt est une bibliothe`que e´crite en C++ elle aussi re´pute´e pour la qualite´ de sa concep-
tion. Elle a e´te´ cre´e´e par Trolltech, une entreprise allemande, qui prend en charge son
e´volution. Qt est distribue´ avec une double licence : avec la licence proprie´taire, payante,
l’application utilisant Qt peut eˆtre distribue´e sans aucune condition, mais Qt est aussi
distribue´e sous licence GPL, ce qui impose que toute application se basant sur cette ver-
sion de Qt soit distribue´e elle aussi sous licence GPL. Cette bibliothe`que est tre`s utilise´e
dans la communaute´ libre : elle est notamment a` la base du projet KDE (website KDE).
Il existe une interface pour le langage Python avec PyQT (Rempt, 2001). Comme GTK+,
Qt dispose d’un cre´ateur d’interface graphique appele´ Qt-Designer qui produit aussi des
fichiers XML inde´pendant du langage de l’application. Toutefois, Qt-Designer est claire-
ment oriente´ vers la cre´ation d’applications en C++ avec la possibilite´ d’associer un fichier
C++ au fichier XML et de l’e´diter depuis Qt-Designer.
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wxWidgets (ex-wxWindows) est une bibliothe`que e´crite en C++ distribue´e sous
une licence open source (i.e. approuve´e par l’Open Source Initiative (website OSI)) com-
patible GPL. Bien que relativement ancienne (elle a e´te´ cre´e´e en 1992), elle n’est devenue
importante que tre`s re´cemment avec l’essort de C++ dans le monde du libre et la ne´cessite´
d’avoir une bibliothe`que graphique C++ libre sur toutes les plate-forme (Qt sous Windows
n’est distribue´e sous licence GPL qu’a` partir de la version 4 dont la premie`re pre´-version
n’est sortie qu’en juin 2005). L’API de wxWidgets est largement inspire´e de la partie in-
terface graphique des Microsoft Foundation Classes (MFC), l’objectif e´tant de facilite´ la
transition des de´veloppeurs ayant l’habitude des produits Microsoft. Contrairement aux
deux bibliothe`ques pre´ce´dentes, wxWidgets a e´te´ de´veloppe´e au-dessus d’autres biblio-
the`ques graphiques (originellement les MFC sous Windows et XView sous UNIX/X11)
aussi il existe maintenant un grand nombre d’imple´mentations pour des couples biblio-
the`que graphique / syste`me d’exploitation. Le port pour Python est wxPython (website
wxPython), mais il n’est disponible que pour la version GTK de wxWidgets. wxPython
ne dispose pas de cre´ateur d’interface graphique officiel mais plusieurs ont e´te´ de´veloppe´s,
soit pour une seul langage (wxWorkshop, Boa), soit pour plusieurs (wxDesigner).
Choix de la bibliothe`que graphique. wxWidgets a rapidement e´te´ e´carte´ car sa
syntaxe proche des MFC est loin d’eˆtre aussi souple de celle propose´e par Qt ou GTK+.
De meˆme, leur choix de reposer sur une autre bibliothe`que graphique est, a` mon avis,
une erreur, de´ja` commise par Sun lors de la cre´ation de Java avec AWT (Sun a d’ailleurs
change´ d’optique avec l’introduction de Swing de`s Java 1.2) car il devient laborieux de cre´er
une interface agre´able et efficace sur toutes les plate-formes, les diffe´rentes bibliothe`ques
pouvant avoir des comportements tre`s diffe´rents sur certains objets (ces diffe´rences sont
le plus visible sur les menus de´roulant, la gestion du focus?, . . . ).
Entre Qt et GTK+ c’est a` la fois la qualite´ de l’interface Python et l’historique de
l’e´quipe qui nous ont fait choisir Qt. Au moment des tests, PyGTK avait tendance a`
provoquer des erreurs de segmentation de l’interpre´teur Python quand il aurait du lever
une exception Python comme savait de´ja` tre`s bien le faire PyQT.
Interface Python/C++. Pour interfacer Python et C++ nous avons isole´ quatre
possibilite´s :
1. l’API? C native de Python ;
2. SIP (website SIP), qui a e´te´ de´veloppe´e pour PyQT ;
3. Swig (website Swig), une bibliothe`que multi-langage ;
4. Boost.Python (Abrahams, 2003), une bibliothe`que qui fait partie du projet Boost
et qui est spe´cialise´e dans la cre´ation d’interfaces de Python/C++.
La premie`re solution a rapidement e´te´ e´carte´e car l’API? native de Python est bien
trop complexe pour eˆtre utilise´e pour la cre´ation d’interface avec un grand nombre de
classes. Quant a` SIP, au moment de l’e´tude la documentation e´tait inexistante et il n’a
donc pas pu eˆtre e´value´.
Le choix a alors du se faire entre Boost.Python et Swig. Les deux bibliothe`ques sont
reconnues comme e´tant bien conc¸ues.
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Swig vise a` eˆtre une bibliothe`que ge´ne´rale d’extension en supportant des bibliothe`ques
en C et C++ mais surtout en permettant la cre´ation d’extensions pour beaucoup de
langages (Python, Ruby, Java, OCaml, . . . ). L’export se fait par un ensemble de directives
qui peuvent eˆtre incluses dans les commentaires des enteˆtes?. Un pre´-processeur? va alors
ge´ne´rer le code ne´cessaire pour la bibliothe`que d’extension. Les classes exporte´es seront
toutefois toutes enveloppe´es dans des classes natives Python, ce qui permet une tre`s bonne
inte´gration dans le langage, mais re´duit les performances des appels.
De son coˆte´ l’e´quipe de´veloppant Boost.Python a choisi de ne cibler que l’extension
de Python avec C++ et d’utiliser pour ge´ne´rer le code d’extension les patrons C++. De
plus, Boost.Python offre une interface C++ aux objets Python qui facilite la cre´ation
de bibliothe`ques C++ manipulant des objets Python. L’utilisation massive de patrons
pose toutefois des proble`mes du fait des compilateurs : les diffe´rents compilateurs ne se
comportent pas de la meˆme fac¸on et il existe de nombreux bugs, et en ce qui concerne
G++ une telle utilisation de patrons entraˆıne une utilisant excessive de me´moire, ce qui
impose un de´coupage artificiel pour la compilation des extensions. Enfin, la taille des
extensions ge´ne´re´e par Boost.Python sont jusqu’a` 10 fois plus grosses que celles ge´ne´re´es
par Swig.
Au final, nous avons retenu Boost.Python pour son inte´gration dans C++ et parce
que Swig ne supportait pas suffisamment bien le C++ au moment du choix. Notamment,
l’existence de fonctions ou me´thodes surcharge´es rendait impossible l’utilisation de Swig.
Les graphes. En recherchant les bibliothe`ques de graphe pour le C++, nous en avons
trouve´ seulement une seule de libre : la Boost Graph Library (Siek et al., 2001) du projet
Boost. Cette bibliothe`que propose une se´rie de concepts? adapte´s aux graphes. Elle propose
aussi un ensemble d’algorithmes reposant sur ces concepts ainsi que deux imple´mentation
de graphes respectant chacune des concepts diffe´rents. Meˆme si la hie´rarchie de concepts
et les algorithmes se sont re´ve´le´s tre`s inte´ressant et bien construits, les imple´mentations
de graphes se sont re´ve´le´es difficiles a` utiliser avec des erreurs complexes a` comprendre et
des proble`mes de conception important (comme par exemple l’impossibilite´ de supprimer
les donne´es associe´es a` un nœud lors de sa suppression).
Aussi, nous avons de´cide´ d’imple´menter notre propre bibliothe`que de graphe en suivant
une API compatible avec celle de´finit dans le cadre du projet ALEA et en ajoutant les
fonctions ne´cessaires pour respecter les concepts de la BGL que notre imple´mentation
pouvait respecter.
Le calcul scientifique. Pour le calcul scientifique, il existe deux bibliothe`ques majeures
pour Python : Numarray (Greenfield et al., 2003) et SciPy (website SciPy). Numarray est
une bibliothe`que de calcul matriciel et SciPy est un ensemble de bibliothe`ques de´die´es
au calcul scientifique. Bien que SciPy propose aussi une bibliothe`que de calcul matriciel
(Numeric) proposant des fonctionnalite´s proches de Numarray, nous avons utilise´ pre´fe´-
rentiellement Numarray quand SciPy n’e´tait pas utile car il est plus souple d’utilisation
et plus complet.
Le calcul statistique. SciPy propose quelques fonctions statistiques simples. Toutefois,
pour des calculs plus complexes (e.g. estimation de densite´ de probabilite´) nous avons
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utilise´ RPy (website RPY) qui est une interface Python au logiciel de statistique GNU R
(website R).
La manipulation d’images. Pour la manipulation d’images, la bibliothe`que de re´fe´-
rence en Python est la “Python Image Library” (website PIL). C’est donc elle que nous
avons utilise´ lorsque les manipulations d’images sont faites en Python. Pour les manipula-
tions faites en C++, nous avons utilise´ soit les objets et filtres fournis par la bibliothe`que
Qt, soit nos propres objets et filtres quand Qt ne proposait pas ce dont nous avions besoin
(notamment pour les filtres topologiques).
V.3 Moteur de simulation
Les simulateurs ont e´te´ e´crits en utilisant le langage MGS. C’est un langage inter-
pre´te´ expe´rimental de´die´ a` la simulation. Il est de´veloppe´ en OCaml et fonctionne dans
un processus distinct de l’application principale. Nous avons donc e´crit un syste`me de
communication pour pouvoir utiliser, depuis Merrysim, les scripts e´crits pour MGS.
V.3.1 Interface Python/MGS
Un des points clefs de l’inte´gration d’un moteur de simulation utilisant MGS dans
Merrysim re´side dans la communication et dans l’API de dialogue propose´e. MGS fonc-
tionnant ne´cessairement dans un processus distinct, il est ne´cessaire d’utiliser un me´dium
de communication inter-processus.
L’interface Python/MGS fonctionne a` deux niveau : le premier niveau permet d’in-
teragir depuis Python avec MGS en envoyant des commandes, des objets, en re´cupe´rant
la sortie, les erreurs et les objets envoye´s par le script MGS. Le second niveau offre une
abstraction pour la simulation avec des notions d’objet initial, d’initialisation, de trans-
formation. . .
Premier niveau. E´tant donne´ sa nature expe´rimentale, MGS ne dispose que de tre`s
peu de fonctions d’entre´e/sortie et toutes sont lie´es a` la notion de fichier. C’est toutefois
largement suffisant, car les plate-formes UNIX proposent une API dans laquelle “tout est
fichier”. Ainsi, les fichiers servent non seulement au stockage des donne´es, mais aussi au
dialogue avec les diffe´rents pe´riphe´riques ou entre les processus. Le syste`me de dialogue
inter-processus par fichier est appele´ syste`me par pipes?, et si ces pipes sont instancie´s
dans l’arborescence du syste`me de fichier, on parle de “pipe nomme´”. MGS a alors besoin
uniquement du chemin (i.e. le “nom”) vers les pipes nomme´s. Un des inte´reˆts de ce syste`me
est qu’il est facile de remplacer un des pipes nomme´s par un fichier. Ni MGS ni Merrysim
ne verra la diffe´rence et il est facile de de´coupler le de´buggage des deux parties. E´tant
lance´ par le script Python, les arguments du script MGS contiennent les noms des trois
pipes utilise´s : un pour la lecture, un pour l’e´criture et un pour les rapports d’erreurs. En
meˆme temps, le script lance deux threads d’e´coute (pour la sortie et pour les erreurs).
Le protocole de communication entre MGS et Python de´finit un ensemble de com-
mandes asynchrones qui n’attendent jamais de re´ponse. Ainsi, chaque partie doit prendre
l’initiative d’envoyer des donne´es a` l’autre partie : le dialogue est syme´trique, il n’y a pas
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vraiment de relation maˆıtre/esclave. La seule exception est l’existence d’un commande
pour que Python puisse faire se quitter MGS et pas l’inverse.
Le script de lancement de MGS remplace l’IDLE standard par une fonction qui se met
en e´coute sur le pipe? de lecture. L’IDLE attends de lire une ligne comple`te correspondant
a` une des 6 commandes reconnues :
• object attends ensuite un nom et une expression : affecte le re´sultat de l’expression au
nom ;
• command attends une commande MGS et l’exe´cute ;
• script attends le nom d’un script et le charge avec la fonction use_module ;
• echo attends une chaˆıne de caracte`re et l’e´crit sur le pipe de sortie ;
• listvar renvoie la liste des variables actuellement de´finies ;
• stop quitte l’interpre´teur.
En meˆme temps que l’IDLE, un certain nombre de fonctions sont fournies pour per-
mettre de ge´ne´rer le pickling d’un objet. Ainsi, l’envoie d’un objet a` Python se fait par
l’interme´diaire de la fonction write_object qui prends deux arguments : la fonction de
pickle et l’objet. La fonction de pickle est soit une des fonction standard si l’objet a` en-
voyer est simple (i.e. transformable en un des objets Python de base : liste, dictionnaire,
nombre, chaˆıne de caracte`res) soit une fonction de´finie par l’utilisateur en utilisant les
fonctions fournies pour le pickling vers des objets Python.
Du coˆte´ de Python, un thread est lance´ pour intercepter les objets envoye´s par MGS.
Ce thread attends dans un premier temps la taille des donne´es a` recevoir, puis l’objet sous
forme de pickle. Si l’unpickling re´ussi, l’objet obtenu est envoye´ au premier gestionnaire
enregistre´ s’il y en a un. Tout d’abord, la fonction can_handle est appele´e pour de´terminer
si le gestionnaire prend en charge l’objet. Si oui, alors le module MGS envoie l’objet a` la
fonction de traitement du gestionnaire (i.e. __call__) et re´cupe`re le nouvel objet en sortie.
Tous les gestionnaires sont successivement appele´s dans l’ordre de´finit par l’utilisateur, a`
moins que l’un d’eux renvoie None, auquel cas la proce´dure s’arreˆte.
Pour envoyer un objet vers MGS, il est ne´cessaire que l’objet respecte l’interface Mgs-
SendInterface. Cette interface de´finit deux me´thodes : une me´thode get_type qui ren-
voie le type de l’objet envoye´ (i.e. une des 6 commandes reconnues par l’IDLE) et une
me´thode marshall qui renvoie une chaˆıne correspondant a` la commande. Si le type est
object, alors il faut en plus que l’objet ait un attribut name qui soit le nom MGS a` attri-
buer a` l’objet, ce qui est requis par l’interface MgsSendObjectInterface. Le nombre de
lignes de la commande finales est calcule´es par le module et envoye´ avant la commande
elle-meˆme.
Du coˆte´ Python, chaque commande correspond a` l’envoie d’un objet instance d’une
classe portant le nom de la commande, sauf pour la commande object qui correspond a`
l’envoie de l’objet directement.
Pour la communication de MGS vers Python, MGS de´finis un certain nombre de
fonctions qui envoie des objets Python sous forme de pickling. Du coˆte´ de Python, des
gestionnaires qu’il faut enregistrer aupre`s de l’objet ge´rant le protocole de communica-
tion de´finissent les actions a` entreprendre en fonction des objets rec¸us. Il existe des ges-
tionnaires pre´de´finis, comme StoreHandler qui conserve les objets d’un certain type ou
DiskStoreHandler qui joue le meˆme roˆle mais les sauvegarde sur disque au lieu de les
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conserver en me´moire. Mais il est virtuellement possible d’envoyer n’importe quel objet
de MGS vers Python et il est donc possible de de´finir un protocole de plus haut niveau.
Second niveau Le second niveau est un exemple de protocole de plus haut niveau, avec
ses propres signaux de controˆle, de´finit sur le premier niveau.
Son but est de permettre de raisonner en terme de mode`le et de simulation. Ainsi, il
permet de de´finir la fonction de transformation, de transformation initiale, de transforma-
tion“cosme´tique” (i.e. qui n’est pas prise en compte pour les calculs mais qui est applique´e
juste avant d’envoyer l’objet a` Python), le nombre de sorties voulues et le nombre de pas
de calcul entre deux sorties. Il ajoute aussi un signal informant l’utilisateur de la fin de
la simulation. Il comporte trois classes : la premie`re est l’interface utilisateur et s’appelle
Model, la seconde permet de spe´cifier les attributs non standards a` re´cupe´rer depuis MGS,
la troisie`me s’occupe de l’ordonnancement des commandes (MGS ou Python).
La classe Model de´finit des me´thodes pour lancer la simulation depuis un script ou
graphiquement (uniquement si l’interface graphique de Merrysim est lance´e). Elle de´finit
aussi la liste des scripts MGS contenant le mode`le pour la simulation.
Les attributs non standards (i.e. autres que ceux stocke´s dans le graphe de cellule),
ne´cessitent de spe´cifier la fonction MGS qui sera utilise´e pour les convertir en objet Python.
Par de´faut, une fonction de´cidera d’un comportement standard a` partir du type MGS (i.e.
les nombres sont envoye´s tels quels, les mono¨ıdes sont transforme´s en listes. . .). Mais il
est possible de demander explicitement de n’envoyer que les boole´ens ou des nombres a`
virgule flottante par exemple.
Enfin, l’ordonnanceur se comporte comme un syste`me de batch : il exe´cute les com-
mandes une par une, dans l’ordre ou` elles sont spe´cifie´es. L’acce`s a` cet ordonnanceur se fait
soit par la me´thode post de la classe Model qui permet d’envoyer une nouvelle commande
a` l’ordonnanceur, soit avec la proprie´te´ scheduler de la meˆme classe pour un acce`s direct
a` l’objet. L’acce`s direct permet, outre l’envoie de commandes, de voir quels sont les objets
qui ne sont pas encore traite´s, et e´ventuellement d’agir sur l’ordre des commandes. Une
e´volution inte´ressante serait de structurer la liste des commandes de fac¸on a` de´placer des
groupes logiques (par exemple toutes les commandes correspondant a` une meˆme e´tape de
simulation voire a` une meˆme simulation).
V.4 Merryproj
Outre la ne´cessite´ d’avoir un logiciel permettant de reconstruire la vue de dessus d’un
me´riste`me a` partir d’une acquisition au microscope confocal, ce logiciel a aussi permis de
tester l’usage de la boite a` outil graphique PyQT (Rempt, 2001) pour le de´veloppement
d’un petit programme.
Ce programme est tre`s simple compare´ a` Merrysim. Il posse`de un but unique : se´lection-
ner une se´rie d’images correspondant a` une acquisition d’un me´riste`me apical caulinaire a`
l’aide un microscope confocal (ou tout autre microscope a` fluorescence permettant d’ob-
tenir une se´rie de coupes optiques, comme les microscopes multi-photoniques (Xu et al.,
1996)) et calculer la vue de dessus du me´riste`me.
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Fig. V.8: Interface principale du logiciel Merryproj. Le panneau de gauche
montre des images miniatures des coupes optiques et du masque s’il a e´te´ calcule´. Le
panneau de droite montre ici le re´sultat du calcul : donc la projection associe´e a` la coupe
la plus haute.
V.4.1 Structure ge´ne´rale.
Le programme est structure´ autour d’une classe principale correspondant a` la fois a`
l’application et a` sa feneˆtre principale. La feneˆtre comporte une barre de menu qui permet
de lancer les diffe´rentes actions et de deux panneaux pour afficher la liste des coupes
optiques a` gauche et la coupe (ou la projection) se´lectionne´e a` droite (voir Figure V.8),
chaque panneau e´tant ge´re´ par une classe de´die´e.
La cre´ation d’une nouvelle projection commence par la se´lection et l’ordonnancement
des images correspondant aux coupes optiques. Cette ope´ration est re´alise´e a` l’aide d’une
interface de´die´e (voir Figure V.9) conc¸ue a` l’aide du cre´ateur d’interface de Qt (Trolltech) :
qt-designer. Qt-designer est pre´vu a` l’origine pour travailler avec la version C++ de Qt
et offre donc la possibilite´ d’associer du code C++ a` la boite de dialogue. Toutefois, PyQt
contient un programme appele´ pyuic qui permet de ge´ne´rer le code Python correspondant
a` la boite de dialogue. La partie fonctionnelle de la boite de dialogue se fait alors de manie`re
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Fig. V.9: Ouverture d’une nouvelle projection. (1) La liste des coupes optiques
ordonne´es avec la coupe du dessus en haut.
(2) et (3) sont les boutons permettant d’ajouter/supprimer des images.
(4) et (5) permettent de re´ordonner les images en de´plac¸ant une image vers le haut/le bas.
classique : en cre´ant une classe de´rive´e de celle ge´ne´re´e par pyuic et en imple´mentant les
slots de´finis lors de la cre´ation de la boite de dialogue.
Les calculs sont coordonne´s par une classe Python contenant une me´thode permettant
de calculer le masque de transparence pour une coupe optique et de l’appliquer a` une
image de fond. Cette meˆme classe permet de calculer les images re´duites pour le panneau
de gauche. Toutefois, l’imple´mentation effective des me´thodes de calcul (i.e. les bassins
versants et la fermeture topologique, voir chapitre II) sont imple´mente´s dans une biblio-
the`que externe e´crite en C++. L’interface entre la bibliothe`que C++ et Python a e´te´ faite
en utilisant la bibliothe`que Boost.Python (Abrahams, 2003).
V.4.2 Structure de la bibliothe`que C++.
La bibliothe`que C++ comporte trois classes correspondant a` des tableaux d’entier 1D,
2D et 3D dont la taille est fixe´e a` la construction. Le tableau 2D comporte principalement
une me´thode pour calculer les bassins versant sur l’image correspondante au tableau ainsi
qu’un des me´thodes pour tronquer ou encore optimiser la plage des valeurs utilise´es. Le
tableau 3D comporte lui simplement les me´thodes ne´cessaires pour calculer la fermeture
topologique sur des valeurs binaires et pour “projeter” le re´sultat d’une fermeture dans un
tableau 2D.
La structure de ces classes a e´te´ dicte´e avant tout par un soucis d’efficacite´ en es-
sayant de fournir un minimum de facilite´ d’utilisation. Ainsi, pour limiter le nombre de
de´re´fe´rencement ou de calcul ne´cessaires pour acce´der a` une valeur, les grilles 2D et 3D
sont imple´mente´es sur une structure line´aire. Ainsi, de`s que possible le parcours est fait
syste´matiquement, incre´mentant des pointeurs et des valeurs plutoˆt que multipliant des
indices ou de´re´fe´ranc¸ant des pointeurs (ce qui est fait implicitement pour des tableaux
multi-dimensionnels en C ou C++).
Toutefois, cette optimisation n’est pas utilise´e pour l’extension Python de ces classes
car c’est une optimisation inutile devant le temps utilise´ pour un simple appel d’une
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fonction C++ depuis Python et la conception d’algorithmes en suivant cette contrainte
est plus complexe.
V.5 Discussion
V.5.1 Langage principal pour l’architecture de la plate-forme
Une des questions importante est de de´termine´ quel langage il vaut mieux utiliser
pour imple´menter l’architecture globale de la plate-forme ALEA. Comme Merrysim a
e´te´ de´veloppe´ tre`s toˆt, avant que le choix de Python ne soit pris pour le projet ALEA,
l’architecture principale a e´te´ re´alise´e en C++. Inte´grer un interpre´teur Python a` une
application C++ s’est re´ve´le´e une taˆche difficile et pleine de subtilite´s. Le GIL de Python
ne pouvant pas eˆtre teste´, il a fallu faire tre`s attention a` ne pas provoquer de dead-
lock? avec les locks de l’application. Par ailleurs, l’interaction avec Qt a e´te´ elle-aussi
difficile a` mettre au point du fait de ce meˆme GIL et de la ne´cessite´ de manipuler les
diffe´rents verrous et se´maphores correctement. Enfin, les fonctions d’exe´cution de code
Python depuis un programme en C sont plus complexe que leurs e´quivalent Python et
ne´cessitent une analyse des instructions envoye´es.
Tous ces proble`mes de synchronisation, meˆme s’ils existent, sont bien moins pre´sent
dans le cadre d’une application e´crite en Python entie`rement. Car alors le GIL n’est plus
a` prendre en charge et il ne reste plus qu’a` garantir des ope´rations atomiques sur les
structures de donne´es du programme. De plus, une application Python pourra facilement
be´ne´ficier des modules e´crits en Python pour l’analyse de code Python. Ainsi, il devient
plus facile de proposer la comple´tion des termes, la pre´sentation de la signature de la
fonction. . . comme le propose l’application PyAlaMode par exemple.
Aussi, le fait d’utiliser Python pour l’interface graphique et l’architecture principale
simplifie grandement le dialogue entre l’interpre´teur embarque´ et le thread Qt.
Ainsi, nous recommandons l’usage de Python pour l’architecture principale du pro-
gramme dans le cas de l’inte´gration d’un interpre´teur car la gestion des threads Python
depuis le C ou le C++ est une taˆche fastidieuse et difficile.
V.5.2 Techniques de programmation ge´ne´rique C++ et exten-
sions Python
E´crire du code ge´ne´rique C++ peut eˆtre fait principalement par deux moyens : le po-
lymorphisme ou les patrons. Nous allons voir les avantages et les inconve´nient de chacune
de ces deux me´thodes.
Ge´ne´ricite´ par polymorphisme?. La me´thode la plus ancienne consiste a` utiliser la
de´rivation et une approche purement objet. Les algorithmes sont imple´mente´s sur une
classe de base que l’utilisateur devra de´river pour spe´cifier les parties parame´trables.
L’avantage de cette me´thode est que la re´solution de la ge´ne´ricite´ se fait a` l’exe´cution et
objet par objet. Ainsi, une liste imple´mente´e par cette technique pourra stocker des objets
de types dynamiques diffe´rents pourvu que leur classe de´rive d’un meˆme classe de base
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de´finie lors de la cre´ation de la classe de liste. Par contre, cette re´solution a` l’exe´cution a
un couˆt en temps d’exe´cution et en place me´moire des objets.
Du point de vue de la construction d’extensions Python, cette solution a un tre`s
gros avantage : la plupart des bibliothe`ques proposent des syste`mes pour pouvoir e´tendre
la classe de base depuis Python car c’est une technique de programmation ge´ne´rique
commune a` C++ et Python.
Ge´ne´ricite´ par patrons. Une technique beaucoup plus re´cente pour la ge´ne´ricite´ est
l’usage des patrons? de classe ou de fonction. C’est une technique qui a d’abord e´te´ po-
pularise´e par la STL1 puis qui a e´te´ plus re´cemment utilise´e intensivement par l’ensemble
de bibliothe`ques Boost (website Boost).
Le principal avantage de cette me´thode est que la re´solution de la ge´ne´ricite´ se fait a` la
compilation. Ainsi il n’y a aucune perte de temps du a` cette ge´ne´ricite´ lors de l’exe´cution.
Aussi, la ge´ne´ricite´ propose´e par cette me´thode est bien plus pousse´e et les possibilite´s de
ge´ne´ration de code conditionnels permettent de cre´er des bibliothe`ques a` l’utilisation tre`s
simple. Par contre, les temps de compilation et la taille de code ge´ne´re´ peuvent facilement
eˆtre tre`s importants du fait des patrons. Par ailleurs, l’e´dition des liens est rendue plus
difficile et il y a des pre´cautions particulie`re a` prendre, notamment sous MS Windows2.
Du point de vue de la construction d’extensions Python, cette approche a un de´faut
majeur : il n’existe pas d’e´quivalent Python a` cette structure et il n’est meˆme pas pos-
sible d’exporter un patron? en Python. Une solution consiste a` exporter divers instances
du patron. S’il y en a beaucoup, il y a d’abord un proble`me de nommage en Python du
patron (surtout s’il s’agit de classes car pour les fonctions, Boost.Python peut e´ventuelle-
ment s’occuper de ge´rer la surcharge). Ensuite, e´crire le code ne´cessaire pour exporter les
instances peut devenir fastidieux. Il devient alors utile d’e´crire un patron de la fonction
d’export Python (ou de classe) permettant d’exporter les patrons instancie´s. Toutefois,
une bonne de´finition du patron de la fonction d’export qui marche quel que soit l’instance
peut eˆtre assez complexe a` re´aliser. La taˆche a e´te´ entreprise pour les types de´finis par la
STL, mais non seulement il reste des restrictions, mais il a fallu plusieurs semaines pour
mettre au point les patrons de classe et de fonction utilise´es dans ce cas. Enfin, s’il est en
plus ne´cessaire de rendre le patron extensible depuis Python, il y a alors deux possibilite´s.
La premie`re consiste a` instancier le patron pour un objet Python, et il est recommande´
d’utiliser la classe boost::python::object de la bibliothe`que Boost.Python plutoˆt que
le PyObject* propose´ par l’API de Python. L’inconve´nient de cette me´thode est qu’elle
ne´cessite probablement de re´imple´menter le patron pour cet objet. Une autre technique
consiste a` cre´er un proxy C++ encapsulant l’objet Python. Ainsi, tout le code de conver-
sion Python vers C++ et vice-versa est restreint a` cette classe et il est tre`s probablement
possible d’utiliser l’imple´mentation ge´ne´rique du patron de classe ou de fonction.
1Standard Template Library, bibliothe`que standard en C++ qui propose un ensemble de structures




Cas d’utilisation de ces me´thodes. La de´cision d’utiliser l’une ou l’autre des me´-
thodes de´pendra principalement de deux parame`tres : le premier concerne le type de
ge´ne´ricite´ voulue, le second est le langage-cible principal.
Tout d’abord, s’il est ne´cessaire que la ge´ne´ricite´ soit re´solue a` l’exe´cution, alors seul
le polymorphisme? permettra de re´soudre le proble`me. Par contre, s’il est ne´cessaire de
ge´ne´rer un code conditionnellement a` des arguments, alors seul les patrons? pourront eˆtre
utilise´s. Il faut toutefois noter qu’il est possible de me´langer patron et polymorphisme si
la ge´ne´ricite´ est re´solue tantoˆt a` l’exe´cution, tantoˆt a` la compilation.
Dans les nombreux cas ou` aucune de ces conditions n’est ve´rifie´e, il est possible d’uti-
liser les patrons avec parcimonie, par exemple en e´vitant les objets a` exporter en Python.
De meˆme, re´duire le nombre de parame`tre des patrons permettra de re´duire le nombre
d’instances a` exporter en Python.
Sinon, il est utile de conside´rer la cible principale de tel ou tel algorithme ou objet.
Ainsi, un algorithme e´crit pour eˆtre compatible avec la Boost Graph Library sera ne´ces-
sairement e´crit en template. Par contre, il sera peut-eˆtre suffisant de l’exporter pour la
classe de graphe imple´mente´e dans Merrysim (ou une autre) pour pouvoir l’utiliser depuis
Python. Inversement, si un algorithme est destine´ a eˆtre quasi-exclusivement utilise´ de-
puis Python, il est pertinent d’e´viter les templates et de pre´fe´rer le polymorphisme?. Dans
ce dernier cas, le surcouˆt lie´ a` l’utilisation de Python rend de toute fac¸on ne´gligeable la
perte due au polymorphisme. Dans le cas d’un usage e´quilibre´ des deux coˆte´s, il devient
pertinent d’utiliser les patrons? mais de n’exporter qu’une instance utilisant une classe
pre´vue pour eˆtre de´rive´e en Python.
V.5.3 Une interface multi-public
Une des proble´matique re´currente dans les recherches a` l’interface de plusieurs do-
maines est d’arriver a` ce que tous les chercheurs profitent des outils de´veloppe´s. Ainsi,
notre proble`me est de mettre a` disposition de tout le monde, informaticiens et biologistes,
les outils que nous avons de´veloppe´s. Ainsi, nous avons choisi de pre´senter une inter-
face double : graphique et langagie`re. L’interface graphique permet d’utiliser l’application
plus rapidement, l’apprentissage e´tant plus facile, mais les possibilite´s d’actions sont plus
restreintes que pour l’interface langagie`re. L’interface langagie`re est elle plus complexe a`
maˆıtriser, mais elle permet d’agir beaucoup plus librement que l’interface graphique. Aussi,
pour permettre a` un maximum de personnes d’utiliser l’interface dans toute sa souplesse,
le langage choisi pour l’interface l’a e´te´ pour sa facilite´ d’apprentissage, au moins pour les
structures de controˆle simples.
Par rapport aux applications re´alise´es, Merryproj et Merrysim sont aujourd’hui utilise´s
de manie`re autonome par les biologistes du laboratoire de biologie cellulaire de Versailles.
L’utilisation de Merrysim peut aller de la saisie jusqu’a` la simulation. Pour le moment,
seules les me´thodes d’analyses ne sont pas accessible sans formation relativement pousse´e
a` la plate-forme et au langage Python.
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Conclusion
Re´sume´ des travaux
L’objectif de cette the`se e´tait le de´veloppement et l’utilisation d’outils et me´thodes
mathe´matiques et informatiques pour l’e´tude du me´riste`me apical caulinaire. Nous avons
de´cline´ cet objectif selon trois aspects. Du point du vue biologique, nous avions l’ambi-
tion d’avancer dans la compre´hension du fonctionnement du me´riste`me apical caulinaire
et aussi de de´terminer les zones d’ombres ou` de nouvelles recherches seraient pertinentes.
Pour cela, nous voulions de´velopper les outils mathe´matiques et informatiques utiles a`
l’e´tude du me´riste`me, du point de vue morphologique, physiologique ou ge´ne´tique. Enfin
du point de vue ge´nie logiciel, nous voulions de´terminer l’efficacite´ de me´thodes et de tech-
niques dans le cadre du de´veloppement d’outils destine´s a` la biologie du de´veloppement.
Nous avons montre´ au chapitre II qu’il e´tait possible d’automatiser un certain nombre
de taˆches de digitalisation re´pe´titives. Notamment, en utilisant les proprie´te´s ge´ome´triques
du me´riste`me, il est possible d’extraire sa surface des images obtenues par microscopie
confocale. Ensuite, nous avons de´crit une heuristique permettant de retrouver la lignation
cellulaire a` travers un ensemble de reconstructions ge´ome´triques d’un meˆme me´riste`me
dans le temps, en prenant en compte les divisions cellulaires. Tout ceci a e´te´ rendu possible
en de´veloppant et en utilisant des outils mathe´matiques et informatiques et en les adaptant
a` l’objet e´tudie´ : le me´riste`me.
Dans le chapitre III, nous avons vu comment les techniques issues de l’informatique et
de la biologie peuvent eˆtre utilise´es de concert pour l’e´tude de la physiologie du me´riste`me.
La formalisation des hypothe`ses biologiques a permis la simulation de flux sur des me´ris-
te`mes digitalise´s. De ces simulations a e´merge´ un re´sultat inattendu : il y a de l’auxine
dans le centre. A` la fois en testant divers jeux d’hypothe`ses et de parame`tres graˆce au
moteur de simulation cre´e´ pour l’occasion et en menant d’autres expe´riences ge´ne´tiques,
pharmacologiques ou physiologiques nous avons obtenu un faisceau convergent de donne´es
confirmant cette premie`re pre´diction.
Dans le chapitre IV, nous avons e´tendu le mode`le utilise´ au chapitre pre´ce´dent pour
y inclure la croissance du tissus me´riste´matique. Nous avons aussi ajoute´ les hypothe`ses
manquantes, notamment sur le positionnement de la prote´ine PIN1. Un premier mode`le
dynamique a e´te´ de´veloppe´. Il nous a permis d’e´valuer l’utilisation du langage MGS pour
notre proble`me de mode´lisation, et nous avons montre´ la faisabilite´ d’un mode`le discret
inte´grant une croissance individualise´e de cellules, la division cellulaire, et la re´gulation de
l’e´tat physiologique des cellules par un syste`me d’e´quations diffe´rentielles, soit un mode`le
entrant dans la cate´gorie des syste`mes dynamiques a` structure dynamique.
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Enfin, dans le chapitre V nous avons de´crit la plate-forme de´veloppe´e au cours de
cette the`se pour assembler les diffe´rents outils de´crits. Nous pouvons ainsi partir des
images issues du microscope confocale et aller jusqu’a` la simulation de flux sur le me´ris-
te`me observe´. Nous avons a` cette occasion e´tudie´ diffe´rentes techniques lie´es au me´lange
d’interface graphique et d’interface langagie`re, les proble`mes architecturaux que posent la
cre´ation d’une plate-forme multi-langage, avec la ne´cessite´ de modulariser au mieux l’ap-
plication pour qu’elle reste maintenable. Nous avons aborde´ le proble`me de l’extensibilite´
et de l’extractibilite´ des composants dans un environnement bi-langage (C++/Python),
et les techniques de de´veloppement dites de “programmation ge´ne´rique” qui e´taient utili-
sables dans ce cadre. Le logiciel a e´te´ inte´gralement place´ sous licence GPL (GPL) pour
contribuer a` la communaute´ qui nous a fournit tant d’outils.
Cette the`se aura e´te´ l’occasion de combiner l’usage de la biologie du de´veloppement
et des mathe´matiques, et plus particulie`rement de l’informatique. D’un coˆte´, l’informa-
tique a permis d’extraire de l’information de donne´es biologiques, de tester des hypothe`ses
pour ve´rifier leur vraisemblance, de proposer de nouvelles e´tudes a` la biologie. De l’autre,
l’e´tude du me´riste`me a souleve´ des questions ne´cessitant de nouveaux de´veloppements
mathe´matiques et informatiques. Ce travail a ainsi e´te´ l’occasion de travailler sur la com-
munication inter-disciplinaire, avec la ne´cessite´ de de´finir un vocabulaire commun qui, au
final, permet de s’exprimer sur les proble`mes informatiques et les proble`mes biologiques
au sein d’une e´quipe mixte.
Perspectives
Pendant cette the`se, nous avons de´veloppe´ quatre axes de recherche centre´s sur l’e´tude
du me´riste`me apical caulinaire. Dans chacun de ces axes, de nouvelles questions sont
apparues aux cours de nos recherches.
Analyse et reconstruction ge´ome´trique. Plusieurs e´quipes ont travaille´ sur ce pro-
ble`me spe´cifique, chacune partant de donne´es de natures diffe´rentes (notamment, Dumais
et Kwiatkowska (2001) sur le me´riste`me caulinaire observe´ par microscopie e´lectronique a`
balayage et Haseloff (2003) sur le me´riste`me racinaire observe´ par microscopie confocale).
Une question re´currente concerne la reconstruction 4D comple`te, donc une reconstruc-
tion volumique avec suivi dans le temps. La principale difficulte´ viendra probablement
des contraintes de la mesure pour perturber la plante au minimum. Ainsi, il n’est pas
possible de se placer dans ces conditions optimales de mesure sans tuer la plante quasi-
syste´matiquement. Or, pour la re´alisation d’un suivi, la plante doit subir plusieurs exposi-
tions au laser du microscope. Par contre, l’obtention d’un tel outil permettrait de re´aliser
des mesures pre´cises de la croissance cellulaire dans les diffe´rentes assises cellulaire.
Une fois obtenues les reconstructions 4D, il sera ensuite ne´cessaire de de´velopper les
outils d’analyse adapte´s. D’un coˆte´ les e´tudes statistiques, par exemple sur les parois
cellulaires, devront tirer partie des recherches sur les statistiques spatiales et cycliques,
mais en les adaptant pour fonctionner sur les effectif relativement re´duit. D’un autre coˆte´,
des analyses structurelles doivent eˆtre mises en place, mais en prenant en compte les
erreurs de mesures car elles sont loin d’eˆtre ne´gligeables.
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E´tude des flux d’auxine dans les me´riste`mes re´els. L’e´tude que nous avons mene´e
semble indiquer que l’auxine se concentre dans le centre du me´riste`me mais que celui-ci
n’y est pas re´actif. Nous avons de´ja` obtenu un certain nombre de confirmations biologiques
de ce phe´nome`ne, mais nous envisageons plusieurs autres expe´riences sur la base de ce
re´sultat. Une premie`re possibilite´ serait d’utiliser de l’auxine radioactive. En introduisant
de l’auxine radioactive a` la base du me´riste`me dans la plante adulte, il devrait eˆtre pos-
sible de voir comment celle-ci se re´partit et notamment s’il y a une accumulation dans le
centre. Une autre expe´rience ne´cessiterait de pouvoir de´grader l’auxine conditionnellement
a` l’activation d’un ge`ne et ide´alement de manie`re inductible. Ainsi, il serait possible de
de´grader l’auxine dans la zone centrale du me´riste`me dans la plante adulte. Si l’accumu-
lation d’auxine est ne´cessaire, le phe´notype devrait eˆtre semblable a` celui d’un mutant
pin1.
Un autre axe de recherche s’orienterait plutoˆt vers les causes du positionnement de la
prote´ine PIN1. Nous avons vu au chapitre I que la prote´ine PID pourrait orienter PIN1
en agissant comme un interrupteur : au dessus d’une certaine concentration, PIN1 est
oriente´e vers l’apex caulinaire, alors qu’en dessous elle est oriente´e vers la base. Cette
observation soule`ve plusieurs questions. Est-ce que la concentration en prote´ine PID suffit
a` expliquer l’orientation de PIN1 ? Si oui, comment la concentration en prote´ine PID est-
elle re´gule´e ? Si non, quel autre facteur peut intervenir dans l’orientation de la prote´ine
PIN1 ?
Simulation dynamique du me´riste`me. Le syste`me que nous avons de´veloppe´ jusqu’a`
pre´sent fonctionne partiellement. Vraisemblablement, le mode`le me´canique que nous avons
mis en place est trop simple pour permettre la stabilisation d’un motif phyllotaxique. Une
piste pour ame´liorer le mode`le existant consiste donc a` remplacer le mode`le que nous avons
cre´e´ par un mode`le beaucoup plus proche d’un tissus cellulaire ve´ge´tal. Notamment, la
conservation du voisinage et la de´formation de la surface dans un espace tri-dimensionnel
sont des pistes inte´ressantes.
Ensuite, un proble`me avec notre mode`le actuel concerne les conditions aux bords du
me´riste`me virtuel. En effet, avec le mode`le actuel, les primordia disparaissent instanta-
ne´ment de la simulation s’ils sortent des bornes du me´riste`me virtuel, ce qui induit une
discontinuite´ forte dans les concentrations d’auxine. Il serait alors inte´ressant d’e´tudier un
moyen de garder une me´moire des primordia sortis et de calculer leur impact sur la partie
simule´e du me´riste`me.
Enfin, pour aller au-dela` de ce que nous proposons dans cette the`se, une possibilite´
serait de repre´senter non plus la couche e´pidermique du me´riste`me mais le doˆme dans
son inte´gralite´. Une telle repre´sentation ne´cessite un mode`le tri-dimensionnel des cellules,
ce qui implique des travaux d’une part pour modifier de fac¸on cohe´rente une telle struc-
ture, mais aussi pour repre´senter le re´sultat d’une simulation sur un support 2D (e´cran,
papier. . .).
De´veloppements logiciels futures. Le projet se de´roulant au sein de l’e´quipe Virtual
Plants a` l’origine du projet ALEA (Atelier Logiciel pour l’E´cophysioloqie et l’Architecture
des plantes), Merrysim et Merryproj inte´greront la plate-forme ALEA. E´tant donne´s les
choix re´alise´s sur l’architecture de la plate-forme ALEA (i.e. avec une architecture en
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Python), il sera ne´cessaire de rede´velopper au moins en partie les interfaces de saisie
existantes pour les inte´grer comple`tement a` Python et a` l’interface graphique de ALEA.
En ce qui concerne la partie fonctionnelle, e´tant inde´pendante de toute interface graphique
et de´ja` utilisable directement en Python, elle devrait eˆtre inte´grable sans modification ou
presque dans la plate-forme ALEA.
Le de´veloppement des nouveaux outils pourront tirer partie de la plate-forme ALEA, a`
la fois pour utiliser les outils propose´s par la plate-forme et aussi comme me´dium de diffu-
sion dans la communaute´ scientifique. Ainsi, la plate-forme ALEA inte´grera un ensemble
de modules adapte´s a` l’e´tude et la simulation de la morphoge´ne`se a` l’e´chelle tissulaire.
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Glossaire de biologie
abaxial - Dirige´ a` l’oppose´ de la tige de la plante. Pour les feuilles, il s’agit de la face
infe´rieure, celle qui fuit l’apex. Oppose´ de adaxial?.
adaxial - Dirige´ vers la tige de la plante. Pour les feuilles, il s’agit de la face supe´rieure,
celle qui est dirige´e vers l’apex. Oppose´ de abaxial?.
AIA - Acide indole-3-ace´tique, forme la plus courante de l’auxine dans la plante sauvage.
alle`le - Mutation particulie`re dans un ge`ne. Les diffe´rents alle`les d’un meˆme ge`ne sont
souvent nume´rote´s, on parlera par exemple de l’alle`le stm-1 de´crit par Barton et
Poethig (1993) et stm-2 de´crit par Clark et al. (1996) qui sont deux mutations de
type perte de fonction sur le ge`ne STM. On de´signe par alle`le fort les alle`les dont le
phe´notype est le plus marque´ et par alle`le faible ceux dont le phe´notype est le moins
marque´.
angiosperme - Les angiospermes de´signent l’ensemble des plantes a` fleurs. Les angio-
spermes se divisent inte´gralement entre les dicotyle´dones? et les monocotyle´dones?.
angle de divergence - Angle forme´ par deux organes successifs par rapport a` l’axe de
la tige.
anticlinal - Perpendiculaire a` la surface du me´riste`me.
bracte´e - Petite feuille de forme interme´diaire entre la feuille et le pe´tale, poussant a`
proximite´ de la fleur qu’elle recouvre en partie avant son e´closion.
caulinaire - Qui croˆıt sur la tige. Du latin caulis : tige de la plante.
cellule-autonome - Qui ne de´pend que de l’e´tat interne de la cellule. Pour une action
d’une cellule sur une autre on parle de processus non cellule-autonome.
chime`re - Plante dont les cellules diffe`rent pour un ou plusieurs marqueurs. Technique
utilise´e pour suivre la provenance des cellules.
cotyle´don - Les cotyle´dons sont les feuilles primordiales constitutives de la graine, ils
sont charge´s de divers types de re´serves : prote´ines, lipides, et sucres.
cytologie - E´tude de la cellule, normale ou pathologique, notamment de sa morphologie,
ses proprie´te´s physiques, chimiques et physiologiques et son e´volution.
dicotyle´done - Plante dont l’embryon a deux cotyle´dons?. Voir angiosperme?.
ectopique - Qui ne se trouve pas a` sa vrai place.
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e´pistatique - Une mutation ma est dite e´pistatique sur une mutation mb si le phe´notype
du double mutant ma mb est identique au phe´notype du mutant ma.
facteur de transcription - Prote´ine modifiant la transcription d’un ge`ne.
ge`nes a` home´oboˆıte - Les ge`nes a` home´oboˆıte, d’abord de´couvers chez la drosophile,
forment une famille de ge`nes caracte´rise´s par un motif particulier : l’home´oboˆıte.
Ils codent le plus souvent pour des facteurs de transcription (des prote´ines a` ho-
me´odomaine) et sont des re´gulateurs essentiels du de´veloppement des eucaryotes
multicellulaires (pour revue : Kappen, 2000).
histologie - E´tude de la description microscopique des tissus animaux ou ve´ge´taux et
des cellules qui les composent.
homologue - Deux ge`nes sont dits homologues lorsqu’ils appartiennent a` la meˆme es-
pe`ce et ont des se´quences similaires. Tre`s souvent, des ge`nes homologues auront des
fonctions proches.
hypocotyle - Partie de la plante situe´e entre les cotyle´dons? et la racine primaire.
immunomarquage - Technique d’observation des prote´ines dans un tissu. Le principe
repose sur l’utilisation d’un anticorps ciblant une prote´ine connue (cet anticorps
e´tant ge´ne´ralement fabrique´ par ge´nie ge´ne´tique). Parfois, il est ne´cessaire de combi-
ner une suite d’anticorps (chaque anticorps ciblant le complexe forme´ par l’anticorps
pre´ce´dent et sa cible). Le dernier anticorps de la suite e´tant couple´ a` la mole´cule
fluorescente, il est possible d’observer sa position dans le tissu avec des techniques
de microscopie a` fluorescence. Si le ciblage est suffisamment pre´cis, il est possible
de conside´rer que la position de cet anticorps est identique a` la position de la pro-
te´ine dans le tissu. Il faut noter que cette technique ne´cessite une section physique
du tissu, l’anticorps e´tant incapable de passer la membrane plasmique : le tissu est
donc fixe´ pour l’observation.
kinase - Prote´ine ayant pour roˆle de catalyser la phosphorylation de substrats, ce qui
implique le plus souvent la catalyse de l’action d’autres prote´ines.
KNOX - Famille de ge`nes a` home´oboˆıte? similaires aux ge`nes KNOTTED (i.e. KNOT-
TED-like homeobox).
ligase - Prote´ine ayant pour roˆle de lier entre elles d’autre prote´ines.
me´dullaire - Qui forme la partie interne d’un organe ou qui s’y rapporte.
monocotyle´done - Plante a` graine qui, contrairement a` une dicotyle´done?, ne semble
pas avoir de vrai cotyle´don?. Voir angiosperme?.
orthologue - Deux ge`nes sont dits orthologues lorsqu’ils appartiennent a` des espe`ces
diffe´rentes mais ont des se´quences similaires. Tre`s souvent, des ge`nes orthologues
auront des fonctions proches.
pe´ricline - Paralle`le a` la surface du me´riste`me.
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phyllotaxie - Position des feuilles ou plus ge´ne´ralement des organes late´raux de la plante.
pluripotent - Se dit de cellules capable de donner naissance a` plusieurs des types cellu-
laires d’un organisme.
ste`le - Partie centrale des tiges et des racines.
symport - Transport de plusieurs substances dans la meˆme direction.
te´gument - Membrane protectrice qui entoure un organe ve´ge´tal.
tropisme - Orientation, le plus souvent de la croissance, re´sultant de l’interaction avec
l’environnement.
ubiquitination - C’est un processus de de´gradation des prote´ines. Elles sont dans un
premier temps “e´tiquete´es” par un peptide de 70-80 acides amine´s (l’ubiquitine?).
Une fois qu’elles portent cette e´tiquette, elles vont eˆtre reconnues par de complexes
d’enzymes qui la de´gradent ensuite.
ubiquitine - Peptide de 70-80 acides amine´s implique´ dans l’ubiquitination?.
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Glossaire de mathe´matique et
informatique
API - Application Programming Interface, de´signe les symboles, les fonctions et les struc-
tures publie´es par une bibliothe`que ou un programme a` destination de programmes
tiers.
bruit additif - Un processus peut eˆtre conside´re´ comme un bruit pour divers raisons,
principalement si c’est un processus perturbant le processus e´tudie´. On qualifiera le
bruit d’additif si la perturbation correspond a` l’addition d’un processus ale´atoire.
chaˆıne - Ensemble ordonne´ d’e´lements, posse´dant donc un premier e´le´ment, un dernier
e´le´ment, et un successeur unique pour chaque e´le´ment.
comple´tude - On parle de la comple´tude d’un ensemble d’hypothe`se s’il n’en manque
aucune pour re´pondre aux questions pose´es.
concept - Ensemble de contraintes qu’un type doit respecter pour eˆtre utilise´ dans le
contexte d’un algorithme ge´ne´rique. Ces contraintes consistent le plus souvent en un
ensemble de me´thodes ou de fonctions qui doivent eˆtre applicables sur les instances
du type. Mais il y a souvent, associe´s a` une me´thode donne´e, une contrainte sur la
complexite´ en temps ou en espace (Siek et Lumsdaine, 2000).
de´le´gation - Le design pattern? de la de´le´gation permet d’appeler les me´thodes de´finies
dans un objet a` partir d’un autre objet le contenant. L’objet contenant de´finit des
me´thodes qui appelleront simplement les me´thodes de l’objet contenu. La de´le´ga-
tion permet entre autre de choisir a` l’exe´cution quel objet exe´cutera la me´thode
demande´e.
dead-lock - Blocage complet du programme provoque´ quand deux (ou plusieurs) thread
(ou processus) attendent simultane´ment la fin des autres pour pouvoir continuer
leur exe´cution.
design pattern - Ensemble de structures standards adapte´es a` une conception oriente´e
objet et permettant de re´soudre des proble`mes re´gulie`rement rencontre´s dans les
programmes informatiques.
dual - Qui est lie´ a` un autre e´le´ment par une relation de correspondance re´ciproque.
enteˆte - En C et C++ il est usuel de de´finir les fonctions et les structures utilise´es dans
des fichiers particuliers, appele´s fichiers d’enteˆtes.
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factory - Objet ou fonction cre´ant des objets en fonction d’un ensemble de parame`tres.
Ce design pattern? propose de de´coupler comple`tement l’imple´mentation de l’objet
et son initialisation. Il permet notamment de cre´er des objets diffe´rents en fonction
des parame`tres en tirant parti du polymorphisme?.
focus - Dans le vocabulaire des interface graphique, le focus de´signe la gestion du com-
posant actif a` un moment donne´. Ce sera notamment le composant qui recevra les
e´ve´nements claviers.
fraction continue - L’algorithme d’Euclide permet d’exprimer tout nombre re´el positifs
ω sous la forme : ω = a0+1/(a1+1/(a2+1/(. . . ))) ou` a0, a1, a2, . . . sont des entiers
positifs. C’est ce qu’on appelle la fraction continue de ω.
JIT - “Just In Time (compiler)”, compilateur a` la vole´e. C’est une technique permettant
de compiler tre`s rapidement des expressions isole´es d’un langage pour les e´valuer
dans le contexte courant d’exe´cution.
langage de script - Langage informatique pense´ pour la re´alisation de script?. Tradi-
tionnellement, les langages de scripts ne ne´cessitent pas de compilation explicite.
langage fonctionnel - Famille de langages informatiques base´ sur le lambda-calcul. Ces
langages se caracte´risent par les possibilite´s de manipulation de fonctions comme
objets et par le caracte`re immuable des objets utilise´s.
licence libre - Licence autorisant l’utilisateur a` copier, modifier et redistribuer librement
le logiciel. Les seules contraintes possibles concernent la conservation de la licence
dans les versions modifie´es ou l’obligation de citer les diffe´rents auteurs dans les
versions modifie´es.
morphoge`ne - Acteurs d’un processus de re´action-diffusion.
multi-ensemble - Ensemble dans lesquels plusieurs copies d’un meˆme e´le´ments peuvent
coexiste´es.
patron - En C++, un patron de classe ou de fonction est une de´finition parame´tre´e par
un ensemble de types ou de valeurs. Les patrons permettent de de´finir des objets
ou des algorithmes ge´ne´riques qui seront instancie´s pour un jeu de parame`tres a` la
compilation (et non a` l’exe´cution).
pipe - Syste`me de communication reposant sur la me´taphore du dialogue dans un tuyaux.
Un pipe est repre´sente´ par deux descripteurs de fichiers (les deux bouts du tuyaux),
un servant a` l’e´criture et l’autre a` la lecture. Les pipes peuvent eˆtre cre´e´s sur un
syste`me de fichier UNIX. L’acce`s est alors identique a` celui d’un fichier standard et
on parle de “pipe nomme´”.
polymorphisme - Dans les langages statiquement type´s, le polymorphisme de´signe la
capacite´ d’une variable d’avoir un type dynamique diffe´rent de son type statique.
pre´-processeur - Programme transformant un fichier source en un ou plusieurs autres
fichiers sources, souvent pour automatiser la ge´ne´ration de code a` partir de quelques
directives.
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proxy - Objet joue le roˆle de relais pour un autre objet. Le but d’un proxy est variable,
mais dans notre cas, il s’agit d’utiliser une re´fe´rence vers un objet pour autoriser le
polymorphisme? sans que l’utilisateur n’ait a` ge´rer la me´moire, ni a` travailler avec
des pointeurs.
script - Ensembles relativement simple d’instructions permettant d’automatiser des taˆ-
ches re´pe´titives. Voir langage de script?.
widget - Contraction de“Window gadget”, de´signe un e´le´ment d’une interface graphique.
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Annexe A
Concepts ALEA pour les classes de
graphes
Similairement a` la Boost Graph Library, le projet ALEA de´finit une hie´rarchie de
concepts pour les classes de graphes. Nous allons ici exposer cette hie´rarchie et expliquer
comment l’imple´mentation propose´e par Merrysim permet a` la fois de respecter cette
hie´rarchie et de travailler avec plusieurs classes d’arcs.
Le langage de communication du projet ALEA e´tant Python, c’est le langage de de´-
finition de ses concepts. L’e´quivalent des concepts C++ en Python correspondent ainsi a`
un ensemble de de´finitions de me´thodes qui doivent eˆtre imple´mente´es dans les classes ac-
compagne´es e´ventuellement de contraintes sur la complexite´ de l’algorithme imple´mente´.
Dans le cas ou` la complexite´ est exprime´e, n de´signe le nombre de nœuds du graphe, m
le nombre d’arcs et d l’ordre maximum parmi les nœuds du graphe.
Mais tout d’abord, pour de´crire le prototype des me´thodes, nous avons besoin d’une
notation. Dans les de´finitions suivantes [elmt] signifie que elmt est optionnel, elmt*
signifie que elmt est pre´sent 0 ou plus de fois, (elm1|elmt2) indique un choix entre
elmt1 et elmt2 et enfin les parenthe`ses servent a` grouper des e´le´ments. Dans la pseudo-
grammaire que nous utilisons, l’axiome est un type.
type = (classe|conteneur|fonction)
classe est le nom d’une classe (int,float,dict. . .), fonction de´signe le prototype
d’une fonction et conteneur est l’expression de´finissant une classe conteneur (i.e.
dont le roˆle est de structurer un ensemble de valeurs).
fonction = fct([args])[ -> type]
de´finit une fonction dont le nom est fct dont les arguments sont args et qui renvoie
une instance de type ou None si le type de retour n’est pas spe´cifie´.
args = arg(,arg)*
arg = [nom:]type
de´finit un argument dont le nom est nom et qui est une instance de type.
conteneur = (classe of type2 | classe of type2:type3 | (type1[,type2]*))
ou` la premie`re forme correspond a` un conteneur simple (list, tuple, ensemble. . .),
la seconde a` un conteneur associatif (dictionnaire. . .) et la troisie`me a` un conteneur
(typiquement un tuple) dont la taille et le type des e´le´ments sont connus.
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E´le´ment Description
is_valid() -> bool Vrai si le graphe est actuellement valide. O(1)
vid Type de l’identifiant d’un nœud.
eid Type de l’identifiant d’un arc.
has_vertex(vtx:vid) -> bool Vrai si le nœud existe. On de´finira __contains__
comme un alias vers cette me´thode. O(1)
has_edge(edge:eid) -> bool Vrai si l’arc existe. O(1)
source(edge:eid) -> vid Renvoie le nœud source de l’arc. O(1)
target(edge:eid) -> vid Renvoie le nœud but de l’arc. O(1)
Tab. A.1: Concept de Graph.
Les concepts de´finis sont :
Graph : concept principal que tout graphe doit respecter (voir table A.1) ;
VertexGraph : concept correspondant aux graphes permettant d’ite´rer sur ses nœuds
(voir table A.2), ce concept de´rive de celui de Graph ;
EdgeGraph : concept syme´trique de VertexGraph mais pour les arcs (voir table A.3), ce
concept de´rive de celui de Graph ;
MutableGraph : concept correspondant aux graphes qui sont modifiables, on peut donc
leur rajouter arcs ou nœuds (voir table A.4), ce concept de´rive de ceux de VertexGraph
et EdgeGraph ;
CopyGraph : concept correspondant aux graphes qui sont copiable (voir table A.5), ce
concept de´rive de celui de Graph.
Les concepts ALEA ne conside`rent pas le cas des classes d’arcs multiples. Or il faut
un moyen de se´lectionner, pour toute ope´ration sur les arcs, la classe d’arcs a` utiliser.
Dans l’imple´mentation des graphes de Merrysim, les classes d’arcs sont identifie´es par
un entier. Ainsi, les fonctions sur les arcs admettent toutes un argument supple´mentaire
qui est la classe d’arcs. Mais ce choix ne respecte pas les concepts. Aussi, nous avons
ajoute´ la notion de classe d’arcs courante. Ainsi, l’argument supple´mentaire est facultatif
et, s’il n’est pas pre´cise´, c’est que la fonction est a` appliquer a` la classe d’arcs courante.
Il faut juste noter que seules deux me´thodes n’ont pas l’argument supple´mentaire pour
de´signer la classe d’arcs: les me´thodes edges() et nb_edges(). Elle ne peuvent pas avoir
d’argument supple´mentaire, sinon leur signature entre en conflit avec, respectivement,
les me´thodes edges(vid) et nb_edges(vid). Pour ces deux me´thodes, le seul moyen de
spe´cifier la classe d’arcs est donc de spe´cifier la classe d’arcs courante.
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E´le´ment Description
vertices() -> iter of vid Renvoie un ite´rateur sur l’ensemble des
nœuds du graphe. On de´finira __iter__
comme un alias vers cette me´thode.
O(n)
nb_vertices() -> int Renvoie le nombre total de nœuds du
graphe. On de´finira __len__ comme un
alias vers cette me´thode. O(1)
in_neighbors(vtx:vid) -> iter of vid Ite´rateur sur les voisins par un lien en-
trant d’un nœud. O(d)
nb_in_neighbors(vtx:vid) -> int Nombre de voisins par un lien entrant
d’un nœud. O(1)
out_neighbors(vtx:vid) -> iter of vid Nombre de voisins par un lien sortant
d’un nœud. O(d)
nb_out_neighbors(vtx:vid) -> int Ite´rateur sur les voisins par un lien sor-
tant d’un nœud. O(1)
neighbors(vtx:vid) -> iter of vid Ite´rateur sur les voisins d’un nœud.
O(d)
nb_neighbors(vtx:vid) -> int Nombre de voisins d’un nœud. O(1)
Tab. A.2: Concept VertexGraph.
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E´le´ment Description
edge(source:vid,target:vid) -> iter of eid Renvoie un ite´rateur sur l’en-
semble des arcs de source source
et de but but. O(1)
nb_edge(source:vid,target:vid) -> int Nombre d’arcs de source source
et de but target. O(1)
edges() -> iter of eid Renvoie un ite´rateur sur l’en-
semble des arcs du graphe. O(m)
nb_edges() -> int Renvoie le nombre total d’arcs.
O(1)
out_edges(vtx:vid) -> iter of eid Ite´rateur sur les arcs sortants d’un
nœud. O(d)
nb_out_edges(vtx:vid) -> int Nombre d’arcs sortants d’un
nœud. O(1)
in_edges(vtx:vid) -> iter of eid Ite´rateur sur les arcs entrants
d’un nœud. O(d)
nb_in_edges(vtx:vid) -> int Nombre d’arcs entrants d’un
nœud. O(1)
edges(vtx:vid) -> iter of eid Ite´rateur sur les arcs d’un nœud.
O(d)
nb_edges(vtx:vid) -> int Nombre d’arcs d’un nœud. O(1)
Tab. A.3: Concept EdgeGraph.
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E´le´ment Description
clear() Efface tous les nœuds et tous les arcs
du graphe. O(m+ n)
clear_edges() Efface tous les arcs du graphe. O(m)
add_vertex(vtx:vid) Ajoute un nœud d’identifiant vtx au
graphe. O(1)
add_vertex() -> vid Identique a` la me´thode pre´ce´dente
mais ge´ne`re un identifiant de nœud
valide. O(1)
remove_vertex(vtx:vid) Enle`ve le nœud d’identifiant vtx du
graphe. Tous les arcs dont la source
ou le but sont ce nœud sont efface´s
aussi. O(d)
add_edge(source:vid,target:vid,edge:eid) Ajoute un arc d’identifiant edge, de
source source et de but target au
graphe. O(1)
add_edge(source:vid,target:vid) -> eid Identique a` la me´thode pre´ce´dente
mais ge´ne`re un identifiant d’arc va-
lide. O(1)
remove_edge(edge:eid) Enle`ve l’arc d’identifiant edge du
graphe. O(1)
Tab. A.4: Concept MutableGraph.
E´le´ment Description
copy() -> Graph Renvoie une copie du graphe courant.
Tab. A.5: Concept CopyGraph.
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Article : A protocol to analyse
cellular dynamics during plant
development
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Summary
In vivo microscopy generates images that contain complex information on the dynamic behaviour of three-
dimensional (3D) objects. As a result, adapted mathematical and computational tools are required to help in
their interpretation. Ideally, a complete software chain to study the dynamics of a complex 3D object should
include: (i) the acquisition, (ii) the preprocessing and (iii) segmentation of the images, followed by (iv) a
reconstruction in time and space and (v) the final quantitative analysis. Here, we have developed such a
protocol to study cell dynamics at the shoot apical meristem in Arabidopsis. The protocol uses serial optical
sections made with the confocal microscope. It includes specially designed algorithms to automate the
identification of cell lineage and to analyse the quantitative behaviour of the meristem surface.
Keywords: confocal microscopy, image analysis, cell lineage, shoot apical meristem.
Introduction
The spectacular advances in imaging techniques have
greatly contributed to our understanding of many cellular
and molecular processes. However, with the advent of
methods that allow the production of massive amounts of
data, the imaging field is now facing new requirements.
These do not only concern the quality and resolution of the
pictures, but also the quantity of the information to be ana-
lysed. This is especially true for techniques involving the
observation of living tissues. In vivo confocal microscopy
imaging allows the analysis of cell shape in space and time
in intact tissues (Grandjean et al., 2004; Reddy et al., 2004;
Van den Berg et al., 1995). In addition, this technique can be
combined with GFP technology, thus allowing the observa-
tion of specific cellular compartments or gene activity. These
methods have opened up a wide range of new possible
applications, but they also pose the problem of image and
data analysis. Indeed, a major challenge is now to develop
the tools to extract pertinent information on the dynamic
spatial behaviour of the components that constitute a tissue.
To study the dynamics of complex three-dimensional (3D)
structures, various types of algorithms must be used. In
principle, a complete procedure should include: (i) the
acquisition and (ii) initial preprocessing of the images, (iii)
image segmentation, (iv) 3D and four-dimensional (4D)
reconstruction and (v) the quantitative analysis. The acqui-
sition of the images involves the generation of sets of serial
optical sections. This is accompanied by an initial preproc-
essing (step ii) required to retain as much information as
possible. This can vary from a simple setting of contrast to a
non-linear filtering to remove unnecessary background
noise. The third step, image segmentation, is required to
extract and identify the areas to be analysed. More specif-
ically, this implies a classification of the pixels within an
image, with their coordinates, as being part of the back-
ground or part of the object. For a structure divided into
cells, this would typically imply the identification of the
pixels corresponding to cell membranes or nuclei for
example. Subsequently, the 3D structure of the object is
represented in such a way that specific quantitative spatial
and temporal characteristics can be extracted, such as
changes in cell size, cell shape, neighbourhoods etc. Most of
the existing commercial software offers the possibility to
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reconstruct 3D objects from serial sections or to extract
quantitative information (e.g. on cell size or shape) from the
images. However, these tools are usually not able to gen-
erate the full protocol able to cover all five steps mentioned
earlier.
In this paper, we show how image processing and data
analysis can be combined to build up a software chain for 3D
and 4D reconstruction. This includes the design of special
algorithms to automate the complex processing of time
series. To illustrate the approach, we have chosen the shoot
apical meristem (SAM) in Arabidopsis thaliana. Shoot apical
meristems are small groups of dividing stem cells that initiate
all the aerial parts of the plant (Traas and Doonan, 2001). Over
the last few years, an important amount of information has
been accumulated on this structure and in vivo techniques to
study SAMs in the confocal microscope are now available. It
therefore seemed particularly appropriate to develop a full 4D
image analysis protocol for this system. However, the
approach can be extended to other structures as well.
Results
To visualize the meristems, we used a protocol previously
described by Grandjean et al. (2004). This method allows the
visualization of living meristems at the cellular level in the
confocal microscope. The cells either express GFP and can
thus be directly visualized, or are stained first using the
fluorescent membrane stain FM4-64 (Molecular Probes
Europe, Leiden, the Netherlands), which permits the visu-
alization of cell contours and facilitates the reconstruction of
cell arrangements in the meristem.
Step 1 and 2: acquisition of images and initial preprocessing
in the microscope
Stacks of serial sections were taken at different time points.
As the shoot meristem is a flattened structure, transverse
sections allowed more easily a complete overview of the
meristem than longitudinal sections. The standard software
of the microscope was sufficient to guarantee an optimal
acquisition of the fluorescent signals (i.e. to obtain images
with the proper contrast, representing a maximal amount of
relevant signals avoiding saturation or underexposure).
According to the confocal microscope software, sections
should be made ideally every 0.36 lm. This distance is
linked to the resolution of the confocal microscope along the
focal axis. The resolution is determined using the optical
laws governing confocal microscopy and mainly the diffrac-
tion pattern (see Webb, 1996). However, this implied that at
least 100 sections had to be made of every meristem.
Because this required an extensive exposure of the tissue to
the laser beam, we also tested the quality of the reconstruc-
tion when fewer sections were taken (see also Material and
methods). This showed that, up to 1 lm between the
sections, the quality was still excellent (i.e. 91% of the
surface could be reconstructed). Above this value, the errors
rapidly increased. For example, at 1.8 lm only 63% of the
meristem surface could be digitized. In particular, at the
edge of the meristem, the individual cells were no longer
clearly distinguishable. Nevertheless, even at a distance of
about 2 lm, the results were acceptable, in particular where
the cells at the top of the meristematic dome were con-
cerned. In general, a distance between the sections of 1 lm
appeared to be a good compromise.
After acquisition, the images were further preprocessed to
reduce background noise. This consisted first of the appli-
cation of a small Gaussian filter of radius between 1 and 5
pixels to smooth images, in particular to reduce the impact
of isolated bright or dark dots. In addition, a threshold was
applied, removing all the pixels with a brightness less than
an empirically defined constant (we used 10 for images with
256 grey levels). This was followed by a linear contrast
optimization to ensure that grey levels ranged from 0 to 255.
Step 3: image segmentation; retrieval of geometry and
topology
From the stacks of sections, the geometry and the topology
of the cells of the surface of the meristem were extracted. In
this context, geometry refers to the cell shapes, whereas
topology characterizes the neighbourhood relationship
(adjacency) between the cells.
The reconstruction of the surface was done in two phases:
(i) a reconstruction of the image of the meristem surface
from the stack of images; and (ii) definition of the topology
and geometry of the cells in 2D.
Reconstruction of the image. The aim was to produce an
image of the meristem seen from the top. Because the
meristem is a dome with small bumps, there is no structure
that overshadows other parts of the surface. As a conse-
quence, the top view permits visualization of the whole
meristem surface. To compute such a view, the parts cor-
responding to the meristem proper have to be separated
from the background in each image of the stack (Figure 1).
This was achieved by making the area surrounding the
meristem transparent, using a so-called transparency mask
(see Supplementary Material), while the image of the meri-
stem proper was kept opaque. The image of the meristem
surface was finally obtained by looking at the stack of ima-
ges combined with their transparency mask from the top
(Figure 1). Note that, in Figure 1(c), the masked images used
intermediate levels of transparency. We found that this
allowed a better rendering of the surface image than with
binary transparency without loosing useful information (see
Supplementary Material).
To compute the transparency masks, we needed to
separate the areas outside from the areas inside the
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meristem. The problem was that they both contained black
pixels. Figure 2(a) shows a typical image from a stack of
sections. In this image, cell walls are very bright while the
cell interior and plant exterior are both dark. Fortunately,
dark areas within the plants were smaller than the black
areas outside the plant. We exploited this structural differ-
ence to fill in the smaller dark areas using the topological
closure algorithm (see Heijmans et al., 1992; Serra and
Vincent, 1992; Vincent, 1992; and Figure 1 in Supplementary
Material). This technique fills in gaps having a width smaller
than a given threshold. This allowed us to fill in the black
pixels corresponding to the interior of the cells. Yet, in our
context, this approach had a major drawback: when a
separated primordium was too close to the meristem in an
image (i.e. closer than the distance threshold, as shown by
the white arrow in Figure 2b), the gap between them was
filled in as well. To overcome this limitation, we combined
the topological closure with a segmentation technique
called watersheds (Figure 2).
A grey-scale image (Figure 2a) can be interpreted as a
height map (the higher the intensity of the colour, the higher
the point is, see Figure 2 in Supplementary Material). In such
a ‘mountain’ map, the interior of every cell is a valley (or
watershed) between mountain chains. The dark area outside
the meristem forms one or a few very large valleys. A
comprehensive definition and an efficient algorithm for
watersheds as seen in topology can be found in Vincent and
Soille (1991).
After identification of the watersheds in the images
(Figure 2c), they were combined with the topological clo-
sure. For this purpose, all watersheds covering black pixels
in the topological closure image were identified. These were
considered as being located outside the meristem and
subsequently eliminated (i.e. set to transparent).
As explained above, the images of the stack were super-
posed with their transparency masks to reconstruct the top
view of the meristem.
Definition of two-dimensional geometry and topology. The
goal of the reconstruction was to represent the geometry
and the topology of the cells in the L1 layer of the meristem.
This was achieved with assistance of computer tools spe-
cifically developed for this purpose.
Definition of vertices at wall intersection. Cell geometry was
most easily defined by identifying manually the points where
the walls intersect. Usually, these so-called vertices corres-
ponded to points where three cells were in contact. However,
Figure 1. Meristem surface reconstruction: gen-
eral principle.
The confocal microscope produces a stack of
serial sections of the observed meristem (a). The
software of the microscope allows a simple
projection (b). In this projection, each pixel at
position (x, y) is given the highest value of all
pixels at position (x, y) in the image stack.
The method described in this paper allows the
reconstruction of the top view of the meristem
surface (d). It first makes the parts outside the
meristem transparent, as shown in (c). Then, it
constructs a top view of the stack of partly
transparent images superposed on a black back-
ground. As a result, the surface layer of the
meristem can be clearly distinguished.
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sometimes, four cells were in contact or two vertices were
apparently so close that they could not be distinguished. In
this case, we considered that four cells were in contact.
Definition of cell geometry. We chose to represent the
geometry of cells by polygons. To define the polygons cor-
responding to the individual cells, the vertices had to be
grouped and ordered. The vertices of individual cells were
first grouped manually. To avoid the manual specification of
order between vertices, a hypothesis regarding cell shape
was made so that the geometry of the cells could be directly
inferred from the positions of the vertices. We therefore
made the assumption that cell polygons were star-shaped
around their centre of gravity. A geometric object is star-
shaped around one point p if, for every point p¢ of the object,
the straight segment [pp¢] is entirely contained within the
object. So far, all observed cells could be considered as
such.
Definition of cell topology. The groups of vertices corres-
ponding to the cells were then used to compute cell topology.
Two cells are neighbours if they have at least one vertex in
common. The neighbourhood relationship was represented
as a graph (Figure 3, right), where nodes corresponded to
Figure 2. Computation of the transparency mask.
From the original grey-scale image (a) the topological closure is first computed. (b). This technique allows the identification of most of the areas outside the
meristem (in black). The major problem with this technique is that it can lead to the apparent connection between the meristem and one of its primordia (white
arrow). To correct this, the watersheds are computed. These are shown in (c), where the watersheds are represented as areas with different colours. The area outside
the meristem can include several watersheds because of the background noise. The two methods are then combined. Hereby, first all watersheds covering at least
one black pixel from the topological closure image are identified. These are considered to be located outside the meristem and entirely set to transparent. The
transparency of the other parts is computed according to the topological closure (d).
Figure 3. Geometrical and topological representations of the meristem.
The left image represents the reconstructed two-dimensional (2D) meristem with the cell walls (i.e. the geometry). The right image represents the centres of the
same cells linked when they share a wall (i.e. the topology).
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cells, while the links between nodes represented the adja-
cency between cells.
Step 4: reconstruction in space (three-dimensional) and time
(four-dimensional)
Three-dimensional reconstruction. In step 3, the vertices
were identified on a 2D projection (top view) of the dome. In
step 4, these vertices were located in the 3D space by iden-
tifying them in the original stack of confocal images. Each
vertex corresponded to a bright pixel [with coordinates (x,
y)] in the 2D top view. Its z coordinate was determined by
identifying the section of the stack intersecting the meristem
surface with the coordinates (x, y). This section is the highest
one having a pixel at position (x, y) with a brightness close to
that of the 2D projected surface image (Figure 4). The
brightness b of a point in the stack of images was considered
close to the brightness b¢ of a point on the reconstructed
projection if b > ab¢, where a is an experimental constant in
]0,1] (in the current implementation a ¼ 0.75 gave excellent
results).
Cell lineage identification. To analyse the dynamical
behaviour of the tissue, meristems were observed at dif-
ferent time points and the confocal data were used to
reconstruct their surface in 3D. As outlined above, these
3D reconstructions were defined as graphs representing
both cell geometry and topology. Cells and daughter cells
were initially associated manually in the successive
reconstructions. However, because this task was very time
consuming, we developed an algorithm that semi-auto-
matically followed the cell lineage in a meristem through-
out time.
This program requires the manual association of one cell
and one of its vertices in the first reconstruction with the
corresponding cell and one of its vertices in the second
reconstruction. It then goes from neighbouring cell to
neighbouring cell, comparing cell shapes and vertex num-
bers. The combination of these two criteria allows the
identification of most of the cells at successive time points
and is able to recognize cell divisions. The principle of the
algorithm is given in Experimental procedures and compu-
ting details are in online material.
Three-dimensional repositioning. Initially, every meristem
was reconstructed in the reference system of the confocal
microscope (i.e. in the reference system of the stack of
images). As the meristems were taken out of the microscope
and reinserted between two observations, we had to correct




Figure 4. Reconstruction of three-dimensional (3D) surface of the meristem.
The 3D reconstruction of the surface was obtained using the original image stack, the reconstructed top view and the topological and geometrical two-dimensional
(2D) reconstruction (a) (for details see text). Once the z coordinates are identified, different types of information can be easily extracted, like the z coordinates of the
cell centres (b) or the number of neighbours of each cell (c). In (b), blue stands for the lowest z, red for the highest and green for the medium positions. In (c), cells are
colour-coded according to the number of neighbouring cells (dark blue corresponds to four neighbours, blue to five neighbours, green to six neighbours, light green
to seven neighbours and brown to eight neighbours).
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the position of the meristem reconstruction for each new
observation.
For this, we chose a reference system in which the tip of
the meristem did not move and in which there is no global
rotation of the meristem. The meristem centre was deter-
mined visually, based on morphological criteria, in partic-
ular with regard to the position of the primordia. For
simplicity, the reference system was the one of the micro-
scope at time t0 (i.e. the time of the first representation of the
meristem). As the experimental conditions and the micro-
scope settings were supposed to remain constant through
the different observations of a given meristem, the
transformation between the microscope and the meristem
reference systems was at most the combination of a rotation
and a translation. This transformation was computed using
a min-square algorithm (see Supplementary Material for
details).
Step 5: quantitative analysis
Because the reconstructions contain all the data regarding
the neighbourhood relationship, the absolute position of the
vertices and the polygon representing the cells, a range of
quantitative data can be easily extracted. Because a com-
prehensive analysis would be beyond the scope of this
technical advance article, only a few examples are given in
Figures 4 and 6 where the z position, the number of neigh-
bouring cells and the speed fields in single meristems are
given.
Discussion
To build up our software chain, we had to design and de-
velop new algorithms. In addition, existing algorithms were
used and assembled to be adapted to the specificity of our
data (e.g. watersheds and filtering algorithms). As a conse-
quence, a key issue in the system design was to integrate all
these algorithms within a common toolkit with flexible user
interface. We chose to develop a software platform, based
on a script language (PYTHON) for which many extension
libraries in image processing and data analysis exist.
Dumais and Kwiatkowska (2001) used a similar approach to
reconstruct and analyse the surface of the meristem from
resin replicas observed in the electron microscope. How-
ever, their protocol for surface reconstruction was different
from ours as it was based on stereo images of entire meri-
stems and not on serial sections. Therefore, their protocol
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Figure 6. Speed field computed after three-
dimensional (3D) repositioning.
Once the successive reconstructions of a meri-
stem are in the same reference system, it
becomes possible to compute the movement of
the vertices in this reference system.
Figure 5. Steps in cell associations.
The figure on the left represents the meristem at
time t, while the three other figures represent the
same meristem at time t¢. The algorithm identi-
fies identical cells or mother cells and daughter
cells at the two time points. The colour is kept
constant for a given cell lineage.
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a software chain for the reconstruction of embryonic tissues
and root meristems based on an existing image processing
software. Their protocol allows for the reconstruction of
geometry and topology of cells in intact tissues. However,
their protocol requires a very high definition of the images,
an optimal amount of sections and specific stains to differ-
entiate different parts of the cells (Haseloff, 2003). Therefore,
fixed material and post-fixation treatments have to be used
to improve the final image quality. The images obtained
from the living meristems using our method clearly did not
have the same resolution. This is not only because the
staining method results in more background noise, but also
because the number of sections through the living meri-
stems has to be kept to a minimum. Therefore, we devel-
oped a different approach. It is true that our method is
comparatively time consuming. However, this disadvantage
is compensated by an increased robustness.
An aspect that has not been considered in this study is the
3D rendering of internal parts of the meristem. Even if the 3D
geometry of cells can be approximated by 3D polyhedrons, it
is difficult to define the sides and vertices of the internal cells
visually and manually. With the aim of developing an
automatic (or semi-automatic) algorithm, we made some
preliminary studies on a completely automatic way to detect
cells and extract their geometry, but this turned out to be a
very difficult task. The method proposed by Haseloff et al.
(2005) allows a semi-automatic reconstruction of the geom-
etry and topology of the cells. However, as pointed out
above, the reconstruction algorithm works on high-resolu-
tion images of fixed material, which is, in principle, not
applicable to our data. By any means, this type of semi-
automatic approach requires the manual identification of the
cells, which is a time consuming task, in particular if time
series of individual meristems are to be studied. Therefore,
we conclude that, at this stage, a comprehensive analysis of
cell shape dynamics in the internal parts of the meristem
would require substantially more work.
Sources of error
Once the 4D reconstructions have been obtained, it can be
difficult to recognize, a posteriori, artefacts that have
occurred during the procedure and that can influence the
final analysis. It is therefore important to identify such
potential sources of errors at the moment they occur.
The first source of error is due to the confocal microscope
itself. In first approximation, the obtained image of the
meristem is not the meristem itself but the meristem
convoluted by a function (called the point spread function).
This function is governed by wave optics and is the cause of
the resolution limits of the microscope (Webb, 1996). These
limits, in turn, cause a certain imprecision in the positioning
of the vertices. The imprecision is greater along the z-axis
(i.e. along the focal axis) compared to the x and y axes (i.e. in
the focal plane). The error in the focal plane can lead to an
apparent merging of vertices that are very close to each
other. This subsequently results in the generation of recon-
structions where certain vertices are formed by four different
cross-walls. However, this only concerns a limited number
of cells and has not been a major source of artefacts. In more
general terms, the errors generated by the resolution limits
are well under the typical size of a cell and do not pose a
major problem in the final quantitative analysis. A poten-
tially important source of error is a shape distortion of the
objects due to optical aberrations or problems with the
scanning device. Fortunately, these can easily be identified
by using fluorescent beads with known size. A second
problem along the z-axis is related to the thickness of the
sections and the distance between them, which can lead to a
mislocalization of the vertices in the final reconstruction. In
the case of one optical section every 2 lm (approximately),
this error can be up to 1 lm at worst.
Conclusion
Different methods are currently available to analyse the
dynamics of a 3D structure. Although the general approach is
always the same, there does not seem to be a single stan-
dardized method available that is immediately applicable to
all objects. As a consequence, the existing algorithms have to
be adapted to the biological system that is used. Here, we
have described a full protocol to analyse the growth and
development of the SAM. The method is robust and gives
access to a very wide range of quantitative data. In more
general terms, the type of analysis described here will
undoubtedly become more and more important in the future.
Experimental procedures
Plant culture and confocal microscopy
The plants were grown and observed essentially as described by
Grandjean et al. (2004). Seeds were sown on petri dishes with a
medium adapted for Arabidopsis (Hamant et al., 2002). After 2 days
at 4C, the seeds on medium were put in growth chambers at 20C
and 16 h of light. For napthyphthalamic acid (NPA) treatment, 10)5 to
10)6 M of NPA was added to the medium. As soon as naked inflo-
rescences had formed, the plants were transferred to medium with-
out the inhibitor. As soon as these inflorescences started to generate
new flower buds, they were examined with a Leica TCS-NT confocal
laser scanning microscope (Leica, Heidelberg, Germany) with an
argon/krypton laser (Omnichrome, Chino, CA, USA) and a AOTF
(Acouster-Optical Tunable Filter) for excitation. For this purpose, the
meristems were embedded in a layer of low melting point agarose
(Sigma, St Louis, MO, USA), the tip of the meristem being close to the
bottom of a WillCo-dish (WillCo Wells, Amsterdam, the Netherlands)
with a glass bottom. Best results were obtained when the meristems
were embedded while the agarose was not yet completely solid. The
red vital dye FM4-64 was used to visualize the cells. Medium scan
(450 lines per second) images (512 · 512 pixels) were generated
using a long-distance Leica 40 · 0.8 NA water HCX APO L (Leica). The
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inflorescences were observed in an inverted microscope DM IRB
(Leica, Germany). As a consequence, the plants were observed with
their meristem down. As soon as a stack of images was obtained on a
particular meristem, the plant was put back in the growth chamber,
meristem up, to recover.
Quantification of errors
Microscopy errors. Potential optical aberrations due to problems
with the lenses or with the scanning devices of the microscope can
lead to important imprecision in the quantification of cell size and
shape. Because they cannot be evaluated on a theoretical basis, they
have to be estimated experimentally. For this purpose, we replaced
the meristems by calibrated fluorescent spheres with a diameter
84 lm. To distinguish between the errors due to the lens and other
factors, we also measured the spheres with another lens. This
showed that our equipment did not lead to significant distortions.
Digitizing errors. To evaluate the quality of the suboptimal
reconstructions, we compared them to the optimal reconstruction
using three different criteria: (i) the surface of the meristem covered
by the representation; (ii) the number of missed and added
(‘phantom’) vertices when compared with the optimal reconstruc-
tion; and (iii) the calculated mean distance between corresponding
vertices in the optimal and the suboptimal reconstructions. The
values computed for these criteria are given in Figure 7.
Implementation
Only a very general description of the protocol and algorithms will
be given here. The process implied two different pieces of software
developed especially for this purpose on GNU/Linux. The first one is
called MERRYPROJ and is used to compute the projection of the
surface of the meristem. The second one is called MERRYSIM and is
used to reconstruct the 3D-meristem from the projection and per-
form further analysis.
The user interface of MERRYPROJ was created using PYTHON and
the PYQT graphical toolkit, but the algorithms were implemented in
Cþþ and used to extend PYTHON using the Boost.Python library
(http://www.boost.org/libs/python/index.html).
MERRYSIM was mainly created using Cþþ and Qt and embeds a
PYTHON interpreter to perform analyses. Both pieces of software are
distributed under the terms of the General Public Licence (http://
www.gnu.org/licenses/gpl.html) and are freely available at ftp://
ftp.cirad.fr/pub/amap/VirtualPlants/merrysim/. Moreover, all the
details needed to implement the algorithms are described in the
Supplementary Material.
Cell lineage algorithm
The algorithm starts from a single cell and tries to identify its
neighbours in two consecutive reconstructions of a meristem taken
at time points tand t¢ (t¢ > t) as presented in Figure 8. At the each step,
the algorithm needs the association of one cell C and one of its ver-
tices at time t, with the corresponding cellC ¢ and one of its vertices at
time t ¢ (at the first step it is done manually). In case the cell C divided
between t and t ¢, C ¢ corresponds to the merged daughter cells of C
(see Supplementary Material). This implies that the new vertices
formed during division of C are ignored until the end of this step.
The algorithm next associates every vertex of C with the
corresponding vertex of C ¢. This is achieved in the following
manner. If there was no cell division of the neighbouring cells, the
mapping of the vertices of C on the vertices of C ¢ is straightforward.
Otherwise, the algorithm localizes the vertices in C ¢ resulting from
the divisions. This is illustrated in Figure 8. In this figure, there is
one more vertex in C ¢ than in C. To find out which vertex is new in
C ¢, all the polygons created from C ¢ by removing one vertex are
compared to C. The orange polygon in the figure is the one closest
to C and the algorithm concludes that v ¢7 is the new vertex. To
associate the vertices of C with the ones of C ¢, the algorithm starts
from v1, which is known to be associated with v ¢1 and follows C and
the orange polygon in the same way, associating the vertices v2…6
with the vertices v ¢2…6 excluding v ¢7. The neighbours of C are then
Inter-slicesspace Surface coverage Missed vertices Phantom vertices
0.726 µm 93.6% 75 18
1.089 µm 91.6% 85 50
1.815 µm 63.6% 283 19
Figure 7. Optimal amount of sections for reconstruction.
The top left graphic represents the reconstruction error (i.e. the distance between the vertices in the suboptimal reconstruction and the optimal one) in the z
coordinate and in the (x, y) coordinates. These two kinds of error were separated because they come from different reconstruction steps. The error made seems to be
a linear function of the distance between the sections. The graphic shows the mean values (linked by a line) and the standard deviations.
The top right image represents an optimal reconstruction (white) and a reconstruction made with sections at a distance of 1.815 lm (in grey). Note that, even at
1.815 lm, an important part of the meristem can be studied.
The table presents quantification of structural errors (i.e. missing or added vertices in the suboptimal reconstructions) and the surface coverage for each tested
intersection space. Note that the optimal reconstruction includes 722 vertices.
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associated with the neighbours of C ¢ using the association of the
vertices (see Supplementary Material). This then allows the algo-
rithm to map the vertices of C onto the corresponding ones of C ¢.
The mapping of the vertices directly allows the association of the
edges of the polygons representing C and C ¢. Because every edge
also belongs to one and only one polygon of the neighbouring cell,
it is possible to associate the neighbouring cells of C with the
neighbouring cells of C ¢. For each neighbour ofC, three cases can be
distinguished: (i) the neighbouring cell has not divided; (ii) the
neighbouring cell has divided such that a new vertex has formed in
C ¢ (see Figure 8 where c2 has divided into c¢2 and c¢3); and (iii) the
neighbouring cell has divided but no new vertex has formed in C ¢
(Figure 8 where c4 has divided into c¢4 and c¢5).
In the first case, the algorithm simply associates the neighbouring
cell of C with the one of C ¢. In the second case, the algorithm detects
the division thanks to the presence of the new vertex. As a result, the
two daughter cells at t0 are associated with their mother cell at
t (c2 in Figure 8). However, in case (iii) no new vertex has formed
and, in our example, only c¢4 will be associated with c4 and not c¢5.
As a consequence, in contrast to the two other cases, this associ-
ation is not complete as one of the daughter cell is missing. Because
based only on the association of local vertices the algorithm cannot
distinguish between complete and incomplete cell associations,
they all need further processing. To determine which ones are
complete, the algorithm uses a heuristic: a confidence score is
computed for each cell association, based on a comparison of their
shapes (see Supplementary Material), which will be very different if
a mother cell is compared to only one of its daughter cells. The
associations and their confidence scores are subsequently added to
a global list containing all undetermined associations. The heuristic
then considers the association of the list with the highest confidence
score as complete. It is removed from the list and the algorithm
starts the whole procedure again from the selected associated cells,
until the list of undetermined associations is empty.
Some steps of the association process are shown in Figure 5.
Supplementary Material
The following supplementary material is available for this article
online:
Appendix S1.
This section contains a detailed description of the algorithms used.
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Figure 8. Identification of neighbouring cells.
C and C ¢ correspond to the same cell in two successive representations of the same meristem at time points t and t ¢. v1 and v ¢1 correspond to the same vertex at the
two time points. From this knowledge, the algorithm tries to associate the neighbours of C with those of C ¢. The association of the vertices of C with those of C ¢ is
enough to associate the neighbours so that each neighbour cn of C is associated with a neighbour c ¢m of C ¢ if and only if c ¢m is either the same cell as cn or a daughter-
cell of cn. In this figure, there is one more vertex in C ¢ than in C. To find out which vertex is new in C ¢, all the polygons created from C ¢ by removing one vertex are
compared to C. The orange polygon in the figure is the one closest to C and the algorithm concludes that v ¢7 is the new vertex.
A protocol to analyse cellular dynamics 1053
ª 2005 The Authors
Journal compilation ª 2005 Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2005), 44, 1045–1053
190ANNEXE B. ARTICLE : A PROTOCOL TOANALYSE CELLULARDYNAMICS DURING PLANTDEVELOPMENT
Annexe C
Article : Computer simulations
reveal properties of the cell-cell
signaling network at the shoot apex
in Arabidopsis
191
192ANNEXE C. ARTICLE : COMPUTER SIMULATIONS REVEAL PROPERTIES OF THE CELL-CELL SIGNALING NETWORKAT THE SHOOTAPEX IN ARABIDOPSIS
Computer simulations reveal properties of the
cell–cell signaling network at the shoot apex
in Arabidopsis
Pierre Barbier de Reuille*†, Isabelle Bohn-Courseau†‡, Karin Ljung§, Halima Morin‡, Nicola Carraro¶, Christophe Godin**,
and Jan Traas‡††
*Institut National de la Recherche Agronomique and Institut National de Recherche en Informatique et en Automatique, Unite´ Mixte de Recherche
Botanique et Bio-informatique de l’Architecture des Plantes, TA40PSII Bd de la Lironde, 34398 Montpellier Cedex 5, France; ‡Laboratoire de Biologie
Cellulaire, Institut National de la Recherche Agronomique, Route de Saint-Cyr, 78026 Versailles Cedex, France; §Department of Forest Genetics and Plant
Physiology, Umeå Plant Science Centre, Swedish University of Agricultural Sciences, S-901 83 Umeå, Sweden; and ¶Universita` Degli Studi Di Padova,
Agripolis, Legnaro 35020, Italy
Communicated by Elliot M. Meyerowitz, California Institute of Technology, Pasadena, CA, November 23, 2005 (received for review August 10, 2005)
The active transport of the plant hormone auxin plays a major role
in the initiation of organs at the shoot apex. Polar localized
membrane proteins of the PIN1 family facilitate this transport, and
recent observations suggest that auxin maxima created by these
proteins are at the basis of organ initiation. This hypothesis is
based on the visual, qualitative characterization of the complex
distribution patterns of the PIN1 protein in Arabidopsis. To take
these analyses further, we investigated the properties of the
patterns using computational modeling. The simulations reveal
previously undescribed properties of PIN1 distribution. In particu-
lar, they suggest an important role for the meristem summit in the
distribution of auxin. We confirm these predictions by further
experimentation and propose a detailed model for the dynamics of
auxin fluxes at the shoot apex.
auxin  modeling  shoot meristem
There is strong evidence that active auxin transport, generatedby influx and efflux carriers, creates patterns of auxin
distribution at the shoot apex. This distribution is, in turn,
interpreted in terms of differential growth and cell differentia-
tion (1–3). In Arabidopsis, AUX1, a putative influx transporter
(4), is mainly located in the surface layer (L1) of the shoot apical
meristem (2) (Fig. 1A). Interestingly, the protein seems to be
homogeneously distributed in plasma membranes of the indi-
vidual cells. Therefore, it has been proposed that AUX1 helps to
restrict auxin to these layers, although additional mechanisms
may be required (5). The efflux facilitator PIN1 also is localized
in the surface layers of the meristem, but in contrast to AUX1
it is often localized on certain anticlinal sides of the cells only.
Because neighboring cells often show coherent PIN1 position-
ing, it was proposed that PIN1 is responsible for directed
hormone flows within the meristem L1 layer (Fig. 1A). In
particular, careful immunological studies have revealed that the
membranes carrying PIN1 are preferentially oriented toward the
incipient primordia, suggesting auxin transport toward the young
organs (2, 3).
Together, the observations so far suggest a dynamic scenario
where auxin is transported to themeristem from basally localized
tissues via the L1 layer. At the meristem surface, auxin is
redistributed and accumulates at particular sites where it will
induce the initiation of new organs. This accumulation subse-
quently leads to the activation of transport in the provascular
tissues causing an inward directed flow (Fig. 1B). The young
organ is thus transformed into an auxin sink, which depletes its
surroundings from auxin and prevents the formation of new
primordia in its vicinity.
Although this scenario is relatively straightforward, the pre-
vious observations leave a number of questions open. First, it is
not clear at all why auxin should start to accumulate at the site
where a primordium will be initiated. Second, the immunola-
belings reveal a very complex distribution of PIN1 proteins (Fig.
2). As a result, the interpretation of these patterns in terms of
cell–cell interaction networks and, more specifically, in terms of
auxin distribution remains extremely difficult.
To address these questions, we developed computational
modeling tools that allowed us to uncover previously unde-
scribed properties of the cell–cell interaction network and to
predict auxin fluxes in the shoot apical meristems directly based
on microscopical observations.
Results
Sections of shoot apical meristem were labeled with anti-PIN
antibody (Ab). To interpret the complex labeling patterns in
term of putative auxin distribution, we simulated the hormone
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Fig. 1. Models for auxin transport in the shoot apical meristem. (A) The
putative auxin influx carrier AUX1, represented in black, is homogeneously
distributed on the cell membranes of the surface layer of the meristem,
whereas the putative auxin efflux carrier PIN1, represented in gray, seems to
have a polarized localization. As proposed by ref. 2, AUX1 would help to
concentrate auxin in the surface layer (black arrows), and PIN1 would direct
auxin fluxes (gray arrows) within these layers. Note that additional mecha-
nisms responsible for auxin influx into the L1 layer have been proposed (5). (B)
In the provascular tissues of young primordia, PIN1 is oriented downward,
evacuating auxin from the meristem surface (black arrows) to deeper tissues.
Consequently, the primordia act as auxin sinks.




















f luxes on digitized meristems (Figs. 3 A–G and 4 A and B; also
see Materials and Methods).
Simulation of Auxin Fluxes. The auxin transport through the
network of interconnected cells was modeled by using the
following set of hypotheses:
(i) Auxin passively diffuses via all walls (edges of the individual
cells in the graph) and is actively transported via oriented
connections only (1–4, 8–11). We only consider net auxin
flux from cell to cell, without taking into account the
molecular mechanisms involved (5, 12–14). To keep a
tractable model at the tissue level, we decided to model this
transport process using a simplified system, where we do not
represent the compartment corresponding to the intercel-
lular space. The net balance of auxin in a cell thus is
considered to be the result of a direct exchange between
cells through two processes: diffusion from cell to cell and
polarized active transport due to the presence of PIN1
molecules on certain membranes of cells.
(ii) Auxin is restricted to the L1 layer and enters the meristem
from the meristem border via the efflux facilitator (2) or,
alternatively, auxin produced by every cell within the mer-
istem.
(iii) Auxin is evacuated via the L1 cells that are in contact with
provascular strands characterized by PIN1 labeling in
deeper layers (1, 2) (Fig. 3G). Longitudinal sections show
that these provascular strands are approximately three cells
wide (data not shown). Therefore, a circular area of three
cells wide is designated to evacuate auxin at the position of
each provascular strand on the images. They are defined
here as ‘‘Primordia’’ (P-1, P-2, . . . , P-1 being the nearest to
the meristem summit) and behave as auxin sinks.
(iv) The simulation algorithm continues to distribute the virtual
auxin in the system until the auxin distribution gets sta-
tionary. This hypothesis is to take into account that the
establishment of auxin distribution is a fast process, much
faster than growth and cell proliferation (2). Therefore, in
a normally growing meristem, auxin distribution is likely to
be near the equilibrium at all times.
Fig. 2. PIN1 immunolocalization in Arabidopsis shoot apical meristems (6).
(A) Global view of an anti-PIN1 immunolabeling on a meristem cross section.
PIN1 is localized on the membrane and polarized in most cells. Patterns are
complex. Asterisks, young primordia. (Bar, 20 m.) (B) In the peripheral zone
of the meristem, concentric PIN1 orientations around young primordia are
observed. The patterns suggest that the cells orient toward a single central cell
of the primordium. (C) In boundaries between the meristem and the primor-
dium, cell polarities in opposing directions are observed (arrows). (D) At the
meristem summit, PIN1 localization is variable and does not seem to show any
particular organization. (Scale bars for B–D, 10 m.)
Fig. 3. From PIN1 immunolabeling to the simulation of auxin fluxes. (A) A
transverse section showing PIN labeling. [Reprinted with permission from ref.
7 (Copyright 2005, Elsevier).] The rectangle indicates the detail shown in B.
MERRYSIM (see Supporting Text) is used to capture the cell shapes and the PIN1
localization in each cell. (C) All cell vertices (spots) are manually positioned.
The vertices of each cell are subsequently grouped. (D) Cells are manually
connected to each other if and only if there is a PIN1 labeling on the membrane
between them (arrows). The connection is oriented in the way of supposed
PIN1-mediated efflux. (E) The result is a network of cell interactions. (F and G)
Anti-PIN1 immunolabeling on two successive transverse sections of another
meristem. In G, the labeling of the provascular strands at the level of P1 and
P2 can be clearly distinguished (arrows). At these positions, called the primor-
dium centers, auxin will be evacuated in the simulations. (H and I) Results of
the simulated auxin fluxes in meristems shown in A and F. The position of the
primordium centers visible on the original images are marked by green and
blue dots. Virtual auxin is injected via the black dots surrounding the meris-
tems. The quantity of virtual auxin per cell is proportional to the red intensity.
Auxin accumulates where young primordia are being formed, but also at the
meristem summit. Moreover, the auxin maximum at the meristem summit
protrudes toward the initium I-1 (gray circle). (Scale bars, 20 m.)
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(v) Cells cannot accumulate auxin indefinitely. We modeled
this constraint by using a saturation level, above which the
cells no longer accept auxin influx. Simulations tests showed
that this scenario was not very different from the situation
where, at high level of accumulation, auxin diffusion over-
comes active transport (see Supporting Text, which is pub-
lished as supporting information on the PNAS web site).
(vi) Auxin is degraded at a constant rate in each cell. Situations
with different degradation levels were tested, including no
degradation at all.
Ten meristems that were precisely sectioned in a plane
transverse to the stem were immunolabeled (6) by using the PIN
Ab. Subsequently, the corresponding images were used to extract
connection maps. When the six rules mentioned above were
applied to these maps (for technical details, see Supporting Text
and Figs. 9–14 and Tables 1 and 2, which are published as
supporting information on the PNAS web site), virtual auxin
accumulated at the sites where young primordia were being
formed (Fig. 3H and I). This property of the PIN1 network could
be expected from visual inspection of the immunolabelings.
However, the simulations also showed a strong accumulation of
virtual auxin in a domain covering the meristem summit, a
property not obvious from visual inspection only. In all meris-
tems tested, the central zone of accumulation also locally
extended further to the periphery. Interestingly, this peripheral
protrusion corresponded precisely to the site where the organ
founder cells of the next primordium (called here initium-1 or
I-1) were expected. More specifically, the divergence angle
between the last formed primordium and this initium oscillated
between 105° and 145° with a mean at 130°. Extensive tests
showed that the patterns were robust, relatively insensitive to
even major changes in the parameters (see Fig. 4 and Supporting
Text).
Auxin at the Meristem Summit. An unexpected simulation result
was that the meristem summit accumulated auxin, suggesting a
role for this domain in hormone distribution. Because previous
studies only indicated a minor role for the meristem summit in
this respect (15), we next tested this prediction in planta. We first
analyzed plants expressing GFP under control of pDR5, a
synthetic promoter that is sensitive to auxin and that has been
used to estimate relative hormone threshold levels in different
tissues (3). As expected, GFP was strongly expressed in the
future organ primordia, even at very early stages of initiation,
i.e., at the level of I-1, just next to the meristem summit (Fig. 5A)
(3). As a consequence, this pattern fully coincided with those
predicted by the simulations. However, in contrast to what could
be expected from the simulations, GFP was not, or very weakly,
expressed in the meristem summit. Therefore, either this domain
contained little or no auxin, or pDR5 was insensitive to auxin in
the meristem summit. To distinguish between these two possi-
bilities, we treated young in vitro grown plants (18) expressing
pDR5::GFP with auxin in absence or presence of the auxin
transport inhibitor NPA. The presence of 105 M auxin and 105
M NPA caused an important increase in the amount of
pDR5::GFP expressing cells. However, the meristem summit
never showed any increase in GFP activity, even in meristems
where the entire periphery had activated the marker (Fig. 5
B–E). We concluded that, as judged by pDR5 activity, the central
domain of the meristem was auxin-insensitive. The observed
insensitivity did not provide any information on the actual
amount of auxin present in this domain. To address this issue, we
used a monoclonal Ab directed against auxin to define local
differences in auxin concentrations (19). The labeling showed a
weak, but consistent, pattern, with an obvious maximum at the
meristem summit (Fig. 5 F and G).
To provide additional evidence that auxin did accumulate in
the central part of the meristem, we extended our analysis to gas
chromatography and mass spectrometry (GCMS) (20, 21). Be-
cause a normal wild-type meristem was too small to perform this
type of analysis, we decided to use the clavata3 (clv3) mutant.
This mutant lacks a signaling peptide (CLV3) that is required to
keep the central part of the meristem within certain size limits
(22, 23). If this peptide is absent, the central domain continues
to grow, until it is several millimeters wide (Fig. 6A). To confirm
that the central domain of the clv3 meristem behaved like a
normal wild-type meristem summit with regard to auxin sensi-
tivity, we crossed the pDR5::GFP marker into the mutant
background. In the enlarged dome of the mutant, we could only
observe GFP fluorescence at the very periphery, close to the site
of organ initiation (Fig. 6 B and C). The rest of the enlarged
meristem did not express DR5-GFP. This result confirmed that
Fig. 4. Effect of stronger active transport in primordia. (A) Reference
simulation with uniform active transport. (B) Simulation with a 10-fold in-
crease of active transport in the cells of the different primordia (colored dots).
Fig. 5. Localization of auxin in Arabidopsis shoot apical meristems. (A–E)
Spatial pattern of pDR5::GFP expression in shoot apical meristems under
different conditions. (A) Untreated meristem. (B and C) Treatment of a mer-
istem with 105 M IAA during 22 h. 105 M NPA (auxin transport inhibitor) was
added to keep auxin in the meristem (B, t  0 h; C, t  22 h). (D and E)
Treatment of a meristem with 105 M of the synthetic auxin 2,4 D during 22 h
(D, t 0 h; E, t 22 h). The pDR5::GFP-expressing domain covers a larger part
of the periphery after the treatment with IAA-NPA or 2,4 D but the summit of
the meristem remains unlabeled.(F andG) Immunolocalization of IAA in shoot
apical meristems (16, 17). The presence of labeling is characterized by a
purplebrown signal. (F) Cross section of a wild-type meristem; showing
labeling at the meristem summit (arrowhead). (G) Longitudinal section of a
wild-type meristem also showing labeling at the meristem summit (asterisk).
(Scale bars, 20 m.)




















the auxin-insensitive part of the meristem corresponded to the
domain that is under control of the CLV3 pathway. This domain
is believed to be equivalent to the so-called ‘‘central zone’’
required for meristem maintenance (23) To determine whether
the clv3 summit contained auxin or not, we next performed
GCMS. For this purpose we measured the auxin contents in
apices containing the SAM and young flower buds of clv3
mutants. In addition, samples containing only cells coming from
the enlarged meristematic summit of the clv3mutant were taken.
The results (Fig. 6D) showed that the samples enriched in central
zone cells contained active IAA and were even enriched in
hormone. Thus, the hypothesis that the central domain of the
meristem is insensitive to auxin, but contains free IAA, as
suggested by the computer simulations and the auxin immuno-
labeling, was further confirmed by using the IAA quantification
in the clv3 mutant. Several lines of evidence suggest that PIN1
is auxin inducible (24), which might seem in contradiction with
our observation that PIN is expressed in the auxin-insensitive
center of the meristem. There are two possible explanations for
this apparent contradiction. First, PIN expression also might
depend on other parameters than auxin, and, second, the
meristem summit could be partially sensitive to auxin, via a
pathway that does not involve the auxin-responsive elements
present in DR5.
Further Simulation to Test the Role of Auxin at the Summit. What
could be the function of IAA in the central domain of the
meristem? To address this question, we performed additional
simulations. These simulations were based on the same rules as
before, but in addition themodel was instructed to degrade auxin
at the meristem summit. In all meristems tested, this additional
instruction not only removed the auxin maximum from the
meristem summit but also the maximum at the level of the I-1
initium (Fig. 7 A and B). By contrast, the maxima around the
formed primordia were maintained. The results, therefore,
suggest that the meristem summit plays an essential role in the
creation of novel auxin maxima at the site of the organ primor-
dium founder cells.
Discussion
Together, the simulations and subsequent experiments lead to a
model in which auxin coming from the periphery is transported
into the central zone of the meristem, which is insensitive to the
organ-promoting effect of the hormone. At a certain level of
accumulation, auxin can no longer freely enter the meristem
summit, and because new auxin is arriving constantly, the
hormone will accumulate at the site where the fluxes toward the
summit are the most abundant. In a way, this scenario would be
analogous to a ‘‘traffic jam’’ at the entry of the meristem. Our
Fig. 6. Quantification of IAA in the central part of the clv3 meristems. (A)
Schematic descriptions of wild-type and clv3 meristems illustrating the en-
larged central zone in clv3 (CD, central domain). The green area represents the
periphery domain (PD) where pDR5::GFP can be expressed. (B and C) Pattern
of pDR5::GFP expression in clv3 meristems. (B) Global view of a full projection
showing that pDR5 activity is limited to the meristem periphery, with several
maxima where the next primordia will be formed. (C) Detail of a meristem.
(Bars in A–C, 50 m.) (D) Results of IAA quantification with GCMS in clv3
meristems. Samples included the young apex (CD PD young primordia) or
the CD only. For each class, the quantification was performed on four different
samples (four dots), each sample containing several meristems. The quantifi-
cation shows that the central domain of clv3 meristems concentrates signifi-
cantly (at 1%) more IAA than the overall apex.
Fig. 7. Testing the importance of auxin accumulation at the meristem
summit. (A) Simulation of auxin distribution using the standard parameter set
(i.e., there are no special instructions for the meristem summit, and auxin is
evacuated only via the primordia P-1, P-2, and P-3). (B) Simulation of auxin
distribution in the same meristem, but this time the auxin arriving at the
summit is immediately degraded. As a result, the maximum at the initium I-1
has disappeared. (C) Simulation of auxin distribution in the same meristem,
but this time, the meristem summit was removed. We defined this summit
using the auxin accumulation zone. The initium I-1 is still present.
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simulations predict that this site corresponds precisely to the I-1
area, i.e., the zone where the interprimordium distance is the
largest (Fig. 8). At this stage, we have only considered the
spiralled phyllotactic patterns observed in Arabidopsis. It will
certainly be of interest to test our hypothesis that the model is
also compatible with other types of phyllotaxis. For this purpose,
more extensive simulation efforts using dynamic models will be
required.
The results might seem in contradiction with elegant experi-
ments where the tomato meristem summit was ablated by using
a laser (15). In this case, nomodification in organ positioning was
observed, at least for a period of up to four to five plastochrones,
suggesting that the meristem center did not play an important
role in organ positioning. To clarify this issue, we performed
additional simulations, where all cells from the meristem center
were removed (Fig. 7C). Interestingly, this extra hypothesis did
not have an effect on the accumulation of auxin at I-1 in the
model. In this context, it should be noted that an ablated
meristem center is analogous to a center that no longer accepts
auxin. As a consequence, it also would cause an accumulation of
auxin at the site where the fluxes are most abundant. Our results
are, therefore, fully compatible with the experimental evidence
and provide an alternative explanation.
In this study, we have considered the molecular mechanism of
auxin flux as a black box, which simply results in a net flux from
cell to cell. Hereby, we assume that the PIN-labeled membranes
indicate the direction of active transport. Although we show that
this approach can lead to testable hypotheses, it might be of
interest to include certain processes or parameters that have
remained inaccessible for our simulations. For example, it could
be useful to consider chemical parameters such as pH-dependent
effects that influence permeability of auxin or to include more
precise information on auxin concentrations. For this purpose,
it will be essential to develop the biological, mathematical, and
computer tools required to obtain and analyze quantitative
information on these parameters.
In conclusion, our results reveal a robust network of cell
interactions that is sufficient to generate auxin distribution
patterns consistent with the observed organ positions (25). In
addition, they suggest a role for the meristem summit in organ
positioning. The next, challenging step will be to understand how
the PIN1 proteins themselves are oriented. In this context, two
major hypotheses have been proposed. In the first one, the
patterns of cell polarity are due to the organization of local
gradients of auxin concentrations. This hypothesis was originally
used in ref. 12 for designing a computational model of leaf
venation formation and was used recently to model various types
of leaf venation patterns (26). The phyllotaxis model developed
by Jo¨nsson et al. (14) is based on a similar hypothesis. In the
second hypothesis, the orientation of PIN1 pumps results from
a biochemical interpretation of mechanical stresses in the mer-
istem surface. Such a mechanism would provide a possible
molecular foundation for mechanical-based models (27, 28). By
any means, it will not only be important to identify cellular
mechanisms leading to polar localization of PIN1, but we also
need to understand how these mechanisms are coordinated at
the level of the whole meristem.
Materials and Methods
Immunolabeling of PIN1 Protein. After embedding, the meristems
were sectioned perpendicular to the main stems with a thickness
of 12–15 m. After labeling with anti-PIN1, the physical sections
were viewed in the confocal microscope to obtain an optimal
image of the labeling patterns. In some cases, a single physical
section was sufficient to cover the entire dome of the meristem.
In other cases, the patterns of two successive sections were
combined to cover the dome.
Anti-PIN1. Based on the sequence of AtPIN1 (gene At1g73590),
one potentially antigenic peptide sequence (GPTPRPSNY-
EEDGGPA) was selected in the large intracytosolic loop domain
of AtPIN1 and used to produce Abs (made by Eurogentec,
Seraing, Belgium). This Ab recognizes PIN1, because no labeling
is seen at the surface of the meristem in the pin1 mutant. More
detailed characterization of the Ab will be presented elsewhere.
After immunostaining, the sections were viewed in a Leica
confocal microscope to guarantee an optimal representation of
the labeling patterns.
GCMS. For GCMS, the plant tissue was collected in a 1.5-ml
microcentrifuge tube and immediately frozen in liquid nitrogen.
Then, 0.5 ml of cold 0.05 M phosphate buffer (pH 7.0) contain-
ing 0.02% sodium diethyldithiocarbamic acid (antioxidant) was
added to the tube, together with 13C6-IAA (Cambridge Isotope
Laboratories, Cambridge, MA) internal standard (50 pgmg
tissue) and a 3-mm tungsten–carbide bead. The sample was
homogenized at 30 Hz in a vibration mill (MM 301, Retsch,
Haan, Germany) for 3 min and then extracted under continuous
shaking for 15 min at 4°C. After extraction, the pH was
adjusted to 2.7 with 1 M HCl. Purification was performed by
using solid-phase extraction on a 50-mg BondElut-C18 column
(Varian). The column was conditioned with 1 ml of methanol,
followed by 1 ml of 1% acetic acid. After application of the
sample, the column was washed with 1 ml of 10% methanol in
1% acetic acid. The column was eluted with 1 ml of methanol,
and the sample then was evaporated to dryness. Then, 0.2 ml of
2-propanol and 0.5 ml of dichloromethane was added to the
sample, followed by 5 l of 2 M trimethylsilyl-diazomethane in
hexane (Sigma-Aldrich). The sample was incubated in room
temperature for 30 min, and excess diazomethane then was
Fig. 8. Auxin fluxes and primordium initiation. (A–C) Auxin pathways in-
ferred from a simulation (see Supporting Text). The color intensity in each cell
is proportional to the contribution of this cell to auxin accumulation in the
chosen zone (black: no contribution). The different zones are indicated as
groups of colored dots. (A) Auxin reaches the summit (gray dots) via corridors
between primordia. The most important flux is between P-2 and P-3. I-1 is
located at the limit of the summit and the most important flux toward the
summit. (B) The initium I-1 (yellow dots) is mainly filled by auxin coming from
the periphery. PIN patterns suggest that the center contributes little. (C) All
three primordia receive auxin from the periphery. P-1 (red dots) and P-2 (blue
dots) also receive some auxin from the center in contrast to P-3 (green dots).
(D) Model for the formation of an auxin maximum preceding creation of a
primordium. As the distance between P-2 and P-3 increases, more auxin arrives
at the meristem center in this sector. Because the center can only absorb a
limited amount of auxin, this situation will lead to the formation of an auxin
maximum (I-1). Eventually, this maximum will be transformed into a primor-
dium (P-0) where the provascular system behaves as an auxin sink (black dot
at the center of the primordium). (Bars, 20 m.)




















destroyed by adding 5 l of 2 M acetic acid in hexane. After
evaporation to dryness, the sample was trimethylsilylated and
analyzed by selected-reaction-monitoring GCMS as described.
Modeling Tools. To interpret the labeling patterns in terms of
putative auxin distribution, we developed a method relying on
the simulation of auxin fluxes on digitized meristems.
Briefly, the method involves the following steps (Fig. 3 A–G).
First, the membranes of the individual cells are identified on the
images of immunolabeled sections. This information is used to
reconstruct a graph where the nodes represent the cells and
every cell is connected to its neighbors. These connections are
used to simulate auxin diffusion from cell to cell. A second type
of connections is used to simulate active auxin transport. For this
purpose, the cells also are connected via the membranes carrying
PIN1 labeling. The latter connections are oriented (represented
as arrows in Fig. 3 D and E) to take into account the direction
of PIN1-mediated efflux. By using these maps of interconnected
cells, we simulated auxin transport by applying a set of rules
based on observations and hypotheses mostly taken from the
literature (for a detailed description see Supporting Text).
To test the robustness of the auxin distribution patterns, we
performed a range of tests in which only one parameter was
modified at the time (specified in Supporting Text). For each test,
the nonvarying parameters were set to values intermediate
between those having extreme effects on the simulation (see
Tables 1 and 2). The results showed that the patterns were
qualitatively insensitive to major changes in diffusion and trans-
port rates. At constant transport strength, the results were
qualitatively equivalent for a 13-fold increase in diffusion rates.
Conversely, at constant diffusion rate, the results were qualita-
tively equivalent for a 5-fold increase in transport strength. The
patterns, therefore, should be considered as robust.
In a minority of the cells, the immunolabeling was not clear
enough to assert the polarity or even the presence of the
PIN-protein. Therefore, we classified the different connections
into four categories with decreasing confidence level: (i) strong
signal, (ii) strong but unpolarized signal, (iii) weak but polarized
signal, and (iv) weak and unpolarized signal. We next performed
the simulations removing the connections ii–iv. Because the
resulting patterns were not significantly different, we only con-
sidered the labeled membranes with the highest confidence level
(for details, see Supporting Text).
An aspect that was not taken into account was the relative
level of immunolabeling. Because there is no experimental
evidence of how this level translates into transport rates, we
restricted ourselves to recording only the presenceabsence of
PIN1 on cell walls.
Simulations showed that even an increase of transport rates by
a factor of 10 in the young primordia (where PIN1 labeling was
the strongest) did not significantly change the final outcome of
the simulations (see Fig. 4).
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L’aﬄuence des re´sultats de la biologie “a` grande e´chelle” permet d’envisager une nouvelle ap-
proche de la biologie du de´veloppement fonde´e sur une mode´lisation a` l’e´chelle cellulaire. Aujourd’hui,
l’organisation ge´ne´tique et les me´canismes d’action de ces ge`nes sur les processus de morphoge´ne`se
commencent a` eˆtre analysables. Dans ce contexte, il devient envisageable de comprendre comment
l’architecture des plantes peut eˆtre module´e par ces me´canismes aux e´chelles mole´culaire et cellulaire.
Dans une premie`re partie de ce travail, des outils de digitalisation et d’analyse de tissus cellulaires
et de leur e´volution dans le temps ont e´te´ de´veloppe´s. Dans ce cadre, nous avons mis en place une
chaˆıne de traitement, partant d’images issues d’un protocole d’observation base´ sur la microscopie
confocale et allant jusqu’a` l’analyse quantitative de caracte`res morphologiques et leur e´volution au
cours du temps.
Ensuite, nous avons cre´e´ un premier mode`le de la croissance du me´riste`me apical caulinaire (une
population de cellules souches chez les plantes) dans le but de comprendre le de´terminisme du position-
nement des organes late´raux de la plante. Pour rendre compte des connaissances biologiques existante,
notre mode`le a e´te´ de´veloppe´ a` l’e´chelle de l’organe et inclus la simulation pour chaque cellule de son
e´tat ge´ne´tique, de son e´tat physiologique et de sa croissance, et la simulation des flux d’hormones entre
les cellules. Ce mode`le nous a permis de pre´dire et d’analyser les accumulations d’hormones dans des
me´riste`mes digitalise´s. Ces e´tudes nous ont conduits a` de´velopper un mode`le dynamique de fonction-
nement du me´riste`me capable de faire e´merger des motifs phyllotaxiques sur la base d’une croissance
cellulaire et d’une interaction cellule a` cellule.
Tous les outils informatiques de´veloppe´s au cours de cette the`se ont e´te´ inte´gre´s dans une plate-
forme logicielle multi-langages. Cette plate-forme a notamment permis de tester des techniques de
de´veloppement lie´s a` l’inte´gration de langages compile´s et de langages interpre´te´s dans le cadre de
l’e´tude de la morphoge´ne`se.
Toward a dynamic model of the shoot apical meristem of Arabidopsis thaliana.
The huge quantity of data generated by the “large scale” biology allows for a new approach of
developmental biology : an approach based on modeling at a cellular level. Nowadays, genetic patterns
and genetics pathways involved in morphogenesis begin to be analyzable. In that context, it becomes
possible to understand how the plants architecture may be influenced by these cellular or molecular
scale mechanisms.
In a first part of this work, tools dedicated to digitization and analysis of cellular tissues and
their evolution through time were developed. We set up a software chain for quantitative analysis
of morphological characteristics of plant tissues through time, starting from images created using an
acquisition protocol based on confocal microscopy.
Then, we developed a first growth model of the shoot apical meristem (a population of stem cells
in the plants) to study the initiation of lateral organs. To account for existing biological knowledge,
our model was developed at organ scale. The genetic state, the physiological state and the growth of
each cell are simulated together with hormones fluxes between cells. This model allowed for prediction
and analysis of accumulation zones of hormones in digitized meristems. Thanks to these studies, we
were able to develop a dynamic model of the meristem from which phyllotactic patterns emerge from
cell growth and cell-cell interactions.
All the computer tools developed during this PhD have been integrated into a multi-language soft-
ware platform. In particular, this platform was used to test different software development techniques
involved in the integration of compiled and interpreted languages in the context of morphogenesis
study.
Mots-clefs : auxine, mode`le de transport, syste`mes dynamiques, reconstruction 3D, imagerie,
plate-forme logicielle, lignation cellulaire, phyllotaxie
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